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PREMIERE PARTIE 
LES TUMEURS ENDOCRINES 
DIGESTIVES 
???
?
Les tumeurs endocrines sont des tumeurs formées par des cellules néoplasiques possédant des 
caractéristiques morphologiques, phénotypiques et fonctionnelles rappelant celles des cellules 
endocrines normales. Les tumeurs endocrines gastroentéropancréatiques appartiennent au 
groupe des tumeurs neuroendocrines, tumeurs d’origine épithéliale, exprimant des marqueurs 
endocrines et neuroendocrines. Il s’agit de tumeurs rares, particulières par leur grande 
hétérogénéité clinique, fonctionnelle et évolutive. Cette hétérogénéité rend difficile leur prise 
en charge, notamment thérapeutique, en particulier dans les formes métastatiques. 
1. Epidémiologie 
L’incidence des tumeurs endocrines gastroentéropancréatiques est de 2,5 à 5 cas pour 
100 000 et par an; elle semble en augmentation depuis ces trente dernières années, en raison 
de l’amélioration de la connaissance de ces tumeurs et du perfectionnement des outils 
diagnostiques (Modlin, et al. 2008). Cependant, elles restent probablement sous-
diagnostiquées si l’on en croit les séries autopsiques rapportant une incidence de 8,4  pour 100 
000 par an (Newton, et al. 1994). Les tumeurs endocrines représentent environ 2% de toutes 
les tumeurs malignes gastro-intestinales. 
Les localisations les plus fréquentes des tumeurs endocrines digestives sont : l’appendice 
(33%) suivies du côlon et du rectum (17%), de l’estomac (15%), de l’intestin grêle (10%), et 
du pancréas (6%). Parmi les localisations extra-digestives, les tumeurs bronchopulmonaires 
représentent 13% des tumeurs neuroendocrines, suivies par la thyroïde (carcinome 
médullaire) (5%) et enfin de la peau (tumeurs à cellules de Merkel) (1%)  (Modlin, et al.
2005). 
Au moment du diagnostic, 12 à 22 % des tumeurs endocrines digestives sont métastatiques. 
La présence de métastases est très variable en fonction de la localisation de la tumeur 
primitive. Les tumeurs d’origine rectale, gastrique ou broncho-pulmonaire sont le plus 
souvent localisées au moment du diagnostic (82%, 67% et 65% respectivement). En revanche, 
les tumeurs endocrines de l’intestin grêle et du pancréas sont diagnostiquées à un stade 
métastatique dans environ 50% des cas (Brunaud, et al. 2004; O'Grady et Conlon 2008). 
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2. Biologie et physiopathologie des cellules endocrines digestives 
1) Définition et fonctions biologiques
Une cellule endocrine est une cellule dont la fonction est de synthétiser et de sécréter 
une ou plusieurs hormones dans le milieu intérieur. Une hormone est un des nombreux types 
de médiateurs chimiques circulant dans l’organisme. Elle possède plusieurs propriétés 
biologiques fondamentales. Elle agit de manière sélective sur la cellule cible spécifique. Cette 
action est dépendante de sa fixation sur des récepteurs spécifiques exprimés par la cellule 
cible. La stimulation de ces récepteurs après fixation de la protéine entraîne une modification 
du comportement de la cellule cible, induisant un rétrocontrôle négatif sur la production 
hormonale.  
Les médiateurs chimiques de l’organisme agissent selon trois voies :  
- la voie endocrine où le médiateur est libéré dans le sang par la cellule responsable de sa 
synthèse et diffuse dans l’ensemble de l’organisme par voie sanguine pour atteindre ses cibles 
spécifiques ;  
- la voie paracrine où le médiateur chimique diffuse dans le milieu extracellulaire pour agir 
sur des cellules cibles situées à proximité de la cellule responsable de sa synthèse ; 
- la voie autocrine où le médiateur chimique est libéré dans le milieu extracellulaire pour agir 
en retour directement sur la cellule responsable de sa synthèse.  
Les hormones sont les principaux médiateurs utilisant la voie endocrine pour agir sur les 
cellules cibles. L’existence d’un rétrocontrôle négatif est propre aux hormones qui sont les 
seuls médiateurs chimiques de l’organisme à pouvoir réguler leur synthèse et leur sécrétion 
(Kloppel et Heitz 1994). 
Les cellules endocrines digestives sont spécialisées dans la synthèse et la sécrétion 
d’hormones peptidiques. Afin de répondre de façon immédiate aux besoins instantanés de 
l’organisme, les cellules spécialisées dans la production d’hormones peptidiques possèdent 
une voie spécifique de synthèse, une voie de sécrétion régulée et une voie de stockage à 
l’intérieur de la cellule. Elles peuvent ainsi libérer l’hormone dans le milieu extracellulaire, 
par un processus d’exocytose, en réponse aux stimuli spécifiques. La protéine est synthétisée 
dans le réticulum endoplasmique, et est ensuite stockée à l’intérieur de grains de sécrétion 
(large dense core granules). 
tissu peptide hormonaux
Estomac histamine, sérotonine
Duodénum sérotonine, gastrine, somatostatine
Jéjunum et iléon sérotonine, substance P
Appendice sérotonine, substance P
Côlon et rectum sérotonine, substance P, entéroglucagon
Pancréas insuline, glucagon, somatostatine,
polypeptide pancréatique, VIP, gastrine, calcitonine
Tableau 1 : Principaux peptides hormonaux détectés dans le tube digestif et le pancréas
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Ces grains de sécrétion jouent également un rôle dans la maturation des hormones 
transformant la protéine inactive sortie du réticulum endoplasmique en protéine active, prête à 
être libérée dans le milieu extracellulaire. Leur équipement enzymatique et moléculaire est 
riche. La maturation hormonale est sous la dépendance d’enzymes dont les mieux connues 
sont les convertases PC1, 2 et 3. Les chromogranines A et B font partie des constituants de la 
matrice des grains de sécrétion. La chromogranine A est un facteur essentiel dans la formation 
des grains de sécrétion (Kim, et al. 2001; Park, et al. 2009). Elle joue un rôle important dans 
le processus de fusion déclenchant l’exocytose et la libération du contenu des grains dans le 
milieu extracellulaire. Elle peut être clivée par des convertases et donner naissance à des 
peptides bio-actifs. Elle appartient à la famille des granines, qui regroupent de nombreuses 
protéines localisées dans la matrice des grains de sécrétion. Les chromogranines sont libérées 
dans le milieu extracellulaire en même temps que les hormones qu’elles accompagnent 
(Ozawa et Takata 1995). 
Les grains de sécrétion sont caractéristiques des cellules endocrines. Au contraire, les 
vésicules neurosécrétoires (small synaptic vesicles) ne sont pas spécifiques. Elles sont les 
homologues des vésicules présynaptiques des neurones (Shakiryanova, et al. 2005). L’un des 
plus caractéristiques de leurs constituants est la synaptophysine, qui est un des constituants 
spécifiques de leur membrane (Redecker et Grube 1992). Le rôle des vésicules 
neurosécrétoires n’est pas totalement élucidé. Elles contiennent des neuropeptides qui 
interviennent dans la régulation de certaines fonctions des cellules endocrines.  
2) Organisation des cellules endocrines normales
Les cellules endocrines peuvent s’organiser en organes autonomes, les glandes 
endocrines  (hypophyse, thyroïde, parathyroïdes, pancréas endocrine, surrénales), ou 
s’associer à d’autres populations cellulaires au sein d’un tissu. C’est le cas des cellules 
endocrines digestives qui font partie du tissu endocrinien diffus, annexé aux muqueuses 
digestives et respiratoires, ainsi qu’aux épithéliums de nombreux canaux excréteurs de 
glandes endocrines. Le système endocrinien associé au système digestif est considéré comme 
la glande endocrine la plus volumineuse de l’organisme, tant par son volume que par la 
grande diversité des peptides synthétisés (Tableau 1).  
segment intestin antérieur intestin moyen intestin postérieur
embryonnaire (foregut) (midgut) (hindgut)
estomac jéjunum distal côlon ascendant
organe duodénum iléon côlon transverse
contitué jéjunum proximal appendice côlon descendant
pancréas caecum rectum
foie et bronches
Tableau 2: Origine du tube digestif
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3) Origine embryologique
L’origine embryologique du système endocrinien diffus a été longtemps discutée. Le 
concept du système APUD (amine precursor uptake and decarboxylation) est désormais 
abandonné. Ce concept faisait dériver l’ensemble des cellules du système endocrinien diffus 
de précurseurs issus de la crête neurale et migrant vers les tissus périphériques, où leur 
localisation définitive permettait le développement de cellules endocrines dispersées. Il est 
maintenant établi que les cellules formant le système endocrinien diffus ne dérivent pas de 
précurseurs issus de la crête neurale mais se forment sur place à partir de la même cellule 
souche que les autres cellules épithéliales qui les entourent (Day et Salzet 2002). 
Dans le pancréas, par exemple, la même cellule souche donnera naissance aux cellules 
acinaires, centroacinaires, canalaires et aux différentes populations de cellules endocrines 
(Edlund 2002). Les cellules endocrines constituant les îlots de Langerhans se différencient au 
cours de l’embryogenèse à partir des cellules épithéliales des canaux (tubules) pancréatiques 
primitifs (Edlund 2001). Les îlots peuvent également régénérer y compris chez l’adulte en cas 
de destruction ou perte.  
Dans le tube digestif, les mécanismes sont plus complexes (Schonhoff, et al. 2004). L’intestin 
embryonnaire comporte trois segments : l’intestin antérieur, l’intestin moyen et l’intestin 
postérieur (Tableau 2). Chacun d’entre eux est pourvu de cellules souches qui donnent 
naissance à l’ensemble des cellules épithéliales de ce compartiment.  Les cellules endocrines 
ne dérivent pas d’un précurseur unique mais du précurseur spécifique de chacun des trois 
segments.  
Les différentes étapes impliquées dans la différenciation des cellules endocrines à partir des 
cellules souches font intervenir différents facteurs de transcription. La première étape consiste 
en l’émergence d’un précurseur commun aux cellules endocrines de l’organisme. L’apparition 
de cette cellule dépend de l’induction de l’expression d’un facteur clé, variable en fonction de 
l’organe concerné : c’est par exemple la neurogénine 3 pour le tube digestif et le pancréas 
endocrine pour les îlots de Langerhans (Wang, et al. 2009a). La seconde étape donne 
naissance, à partir du précurseur commun, aux précurseurs des différentes lignées de cellules 
endocrines présentes dans l’organe concerné.  
3. Génétique  
Les syndromes de prédisposition aux tumeurs endocrines sont des maladies 
héréditaires accompagnées d’un risque accru de développer des tumeurs endocrines bénignes 
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ou malignes. Les travaux réalisés au cours de ces vingt dernières années ont permis 
d’identifier 4 syndromes héréditaires associés à un risque de développement de tumeurs 
endocrines digestives (Calender 2000). 
1) Le syndrome MEN1
La néoplasie endocrinienne multiple de type I ou NEM 1, encore appelée syndrome de 
Wermer, est associée aux mutations du gène MEN1 situé sur le chromosome 11q13 et codant 
pour la ménine. De nombreux travaux effectués sur des modèles animaux ou à partir de 
diverses lignées cellulaires montrent que MEN 1 est un puissant gène suppresseur de tumeur. 
Dans la cellule normale, son rôle physiologique est mal connu. Il intervient dans la régulation 
négative de la prolifération cellulaire et le contrôle de la stabilité du génome (Calender, et al. 
2001). 
Le syndrome MEN 1 est une affection héréditaire à transmission autosomique dominante. Les 
patients ont une forte prédisposition à développer des tumeurs endocrines des parathyroïdes, 
du duodénum, du pancréas endocrine, de l'antehypophyse, du cortex surrénalien, du thymus et 
des bronches. Le tube digestif est la deuxième localisation de tumeurs endocrines après les 
glandes parathyroïdes. La prévalence est évaluée à 1/40000. 
Sur le plan clinique, l’atteinte est classiquement triple intéressant les parathyroïdes, le 
pancréas et l’antehypophyse. 
95 % des patients atteints présentent des lésions parathyroïdiennes. Il s’agit le plus souvent 
d’adénomes, uniques ou plus souvent multiples, sans pour autant s’accompagner d’un risque 
plus important de cancer de la parathyroïde.  
Par ordre de fréquence, les lésions du pancréas endocrine, et du duodénum arrivent en 
seconde position (Doherty et Thompson 2003). La survenue de gastrinomes de localisation 
duodénale est fréquente. Ils sont souvent multiples et susceptibles d’induire des complications 
graves comme les ulcères hémorragiques et les perforations. Leur évolution est maligne dans 
plus de 40% des cas, compliquée de métastases notamment ganglionnaires. Les insulinomes 
de localisation pancréatique sont des tumeurs bénignes dans environ 90% des cas. Les 
tumeurs les plus agressives sont les gastrinomes et les tumeurs sécrétant le VIP (Vasoactive 
Intestinal Peptide). Elles sont aussi les plus rares. Ces tumeurs font l’objet d’une étroite 
surveillance et leur augmentation de taille au-delà de 2 cm peut conduire à un geste 
chirurgical.  
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Les lésions de l’antehypophyse regroupent essentiellement des macroadénomes sécrétant de 
la prolactine (60%), de l’hormone de  croissance (20 à 30 %) et de l’ACTH (5 à 10 %) 
(Falchetti, et al. 2008; Verges, et al. 2002). 
On peut également observer des lésions du cortex surrénalien (Langer, et al. 2002), et plus 
rarement des tumeurs endocrines du thymus et des bronches. Rappelons que le thymus et les 
bronches sont des tissus dérivant sur le plan embryologique de l’intestin antérieur.  
2) La maladie de von Hippel-Lindau (VHL)
C’est une affection héréditaire à transmission autosomique dominante liée à des 
mutations du gène VHL sur le chromosome 3q25-26. Les principales lésions du VHL sont des 
tumeurs hypervasculaires du système nerveux central de type hémangioblastomes. Les 
tumeurs endocrines associées à la maladie de Von Hippel-Lindau sont des 
phéochromocytomes et des tumeurs endocrines pancréatiques bien différenciées 
(Toumpanakis et Caplin 2008). Au cours de la maladie, le gène VHL subit des mutations 
inactivatrices ou des mutations faux-sens dont toutes les conséquences fonctionnelles ne sont 
pas encore connues. Ce gène produit deux transcrits alternatifs : les isoformes I et II de la 
protéine VHL (pVHL). Les fonctions physiologiques de la protéine VHL sont complexes 
(Roe et Youn 2006) : elle intervient dans la régulation des gènes induits en condition 
d'hypoxie, la régulation du cycle cellulaire, l'élongation de l'ARN durant la transcription, la 
stabilité de l'ARN messager, et l'organisation du cytosquelette. 20 à 30 % des cas 
correspondent à des délétions larges du gène VHL. 
3) Tumeurs endocrines associées à une phacomatose
a/ La neurofibromatose de type 1 (NF1) ou maladie de Recklinghausen  
C’est une pathologie génétique relativement fréquente (1/3000) prédisposant, sur un 
mode autosomique dominant, au développement de tumeurs des systèmes nerveux central et 
périphérique, et de tumeurs cutanées. Chez 1 à 2 % des patients ce syndrome est également 
associé à des tumeurs endocrines de type phéochromocytomes et paragangliomes, et des 
tumeurs endocrines digestives de localisation duodénale, plus rarement gastrique ou 
pancréatique, sécrétant de la somatostatine. Le gène NF1 est localisé sur le chromosome 
17q11-2 et code pour une protéine la neurofibromine. Cette protéine régule négativement, la 
boucle d'activation des petites protéines G, en particulier Ras-GTP/Ras-GDP, et la voie 
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mTOR (mammalian Target of Rapamycin), qui est actuellement une cible thérapeutique en 
oncologie, y compris endocrinienne (Brems, et al. 2009). 
b/ La sclérose tubéreuse de Bourneville (Tuberous Sclerosis Complex – TSC)
C’est une maladie autosomique dominante due à des altérations dans deux gènes de 
prédisposition majeurs déterminant deux variants de la maladie : TSC1 et TSC2 codant pour 
deux protéines formant un hétérodimère inhibant l’activité de mTOR par l’intermédiaire de la 
protéine Rheb. Cette maladie est caractérisée par la survenue de tumeurs bénignes de type 
hamartome, et de lésions néoplasiques de bas grade dans de nombreux organes : cerveau, 
cœur, peau, rein, poumon et pancréas (Dworakowska et Grossman 2009). TSC1 est situé sur 
le chromosome 9q34 et code pour l'hamartine ;  TSC2 est situé sur le chromosome 16p13 et 
code pour la tubérine.  
4. Histoire naturelle des tumeurs endocrines digestives  
?
L’histoire naturelle des tumeurs endocrines digestives peut se décomposer en trois étapes 
successives.  
1) Les étapes précoces 
Elles sont marquées par l’émergence et le début de la croissance d’un clone néoplasique. Les 
étapes précoces du développement des tumeurs endocrines digestives sont mal connues. Un 
des rares exemples bien étudiés est celui des tumeurs endocrines gastriques à cellules ECL 
(entrochromaffin-like?? survenant dans le cadre d’une hypergastrinémie. Les différentes étapes 
depuis l’hyperplasie à la néoplasie sont bien identifiées sur le plan morphologique (Solcia, et 
al. 1993). En pathologie humaine, un autre exemple est fourni par l’étude des lésions 
précurseurs observées chez les patients présentant un contexte de prédisposition génétique au 
développement de tumeurs endocrines dans le cadre du syndrome MEN1.  
2) La phase de croissance locale 
Cette phase, mieux connue, correspond au stade de développement d’un clone néoplasique 
dans l’organe qui lui a donné naissance. C’est en effet à ce stade que la grande majorité des 
tumeurs sont diagnostiquées. Localement, la tumeur endocrine se développe en élaborant un 
stroma qui lui est propre et qui présente la particularité d’être très riche en vaisseaux sanguins. 
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Cette hypervascularisation du stroma tumoral est un signe diagnostique important. La capacité 
des cellules endocrines tumorales à induire la formation de ces vaisseaux est probablement 
liée à une conservation de propriétés angiogéniques que l’on peut observer à l’état constitutif 
dans les cellules endocrines normales, comme dans les cellules des îlots de Langerhans qui 
expriment le VEGF (Goth, et al. 2003). Au cours de la phase initiale de progression, les 
tumeurs endocrines croissent selon un mode expansif plutôt qu’invasif. Elles repoussent les 
tissus, sont souvent bien limitées, parfois encapsulées. C’est seulement à une phase plus 
tardive qu’elles deviennent infiltrantes.   
Les mécanismes moléculaires et cellulaires responsables de la progression tumorale et de la 
constitution du front d’invasion ne sont pas, à l’heure actuelle, tous élucidés.  
3) La phase de progression tumorale
Au cours de la phase de dissémination métastatique, il existe une dispersion du clone 
néoplasique dans l’organisme, à distance de l’organe qui lui a donné naissance. Cette phase, 
tardive et inconstante, représente le stade où, pour de nombreuses tumeurs endocrines, elles 
sont décelées : Moins de la moitié des tumeurs endocrines digestives sont diagnostiquées à un 
stade non métastatique et beaucoup sont révélées par une métastase notamment hépatique 
(Oberg 1994). 
La présence de métastases dans l’évolution d’une tumeur endocrine digestive signe le 
caractère malin et aggrave le pronostic. Cependant il faut souligner que certaines progressions 
métastatiques sont très lentes et s’accompagnent d’une survie prolongée. 
4) Une grande hétérogénéité
Il faut insister sur l’hétérogénéité évolutive des tumeurs endocrines GEP. Certaines tumeurs 
ont un comportement parfaitement bénin, sans invasion locale, ni dissémination métastatique  
et ne récidivent pas après exérèse complète. D’autres se comportent comme des tumeurs 
authentiquement malignes, compliquées de métastases et de récidives. Même au sein des 
tumeurs malignes, il existe des profils évolutifs et des vitesses d’évolution très variables : on 
observe des tumeurs qui restent stables longtemps après leur diagnostic et progressent ensuite 
rapidement, des tumeurs qui sont d’emblée évoluées au moment du diagnostic et progressent 
d’un seul tenant vers le décès et des tumeurs qui évoluent par poussées successives, alternant 
des phases de stabilité et des phases de progression (O'Toole, et al. 2006; Rindi, et al. 2005). 
Hab >15%Habituellement >2%?2%Index de prolifération
Hab >10Habituellement >2 ?2 Index mitotique (nombre 
de mitoses/10HPF)
PossiblePossiblePrésentsAbsentsAngioinvasion
Engainements
périnerveux
Tube digestif: 
Musculeuse et séreuse*
Pancréas: extension 
extra-pancréatique
Tube digestf: Muqueuse 
et sous-muqueuse*
Pancréas; intra-
pancréatique
Tube digestif:: 
Muqueuse et sous-
muqueuse*
Pancréas; intra-
pancréatique
Invasion locale
Appendice,
côlon, rectum,
pancréas :
Habituellement >2 cm
Appendice,
côlon, rectum,
pancréas :
>2 cm
Appendice,
côlon, rectum,
pancréas :
?2 cm
Estomac, intestin grêle :
Habituellement >1 cm
Estomac, intestin grêle :
>1 cm
Estomac, intestin grêle :
?1 cm
Taille
Habituelle, étendue
Possibles
Possible, focale
Atypies cellulaires
Nécrose
Peu différenciéBien différenciéBien différenciéBien différenciéDifférenciation 
histologique
Malignité
incertaine
Bénigne
Carcinome 
endocrine peu 
différencié
Carcinome 
endocrine bien 
différencié
Tumeur endocrine bien différenciéeOMS 2000
PossiblesPossiblesAbsentesAbsentesMétastases
*, sauf pour les tumeurs appendiculaires, où seule l’invasion du méso-appendice est considérée comme un signe de malignité (OMS, 2000)
Tableau 3 : Critères de la classification OMS 2000
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5. Anatomie pathologique 
• Critères du diagnostic anatomopathologique 
En pratique, le diagnostic anatomopathologique de tumeur endocrine est posé sur des 
arguments histologiques. La confirmation de la nature endocrine des cellules tumorales repose 
sur l’expression par les cellules tumorales de marqueurs de différenciation endocrines, comme 
la chromogranine A, et de marqueurs neuroendocrines, comme la synaptophysine, utilisées en 
première ligne.  
• Classification et évaluation du pronostic 
Les premières classifications mises au point par un groupe de pathologistes en 1994 étaient 
communes aux tumeurs endocrines pulmonaires et digestives, rassemblées en raison d’une 
même origine embryologique (Capella, et al. 1994). Depuis, les tumeurs endocrines 
pulmonaires ont fait l’objet de classifications distinctes, utilisant des terminologies différentes 
(Capella et al, 2000). Cette classification initiale commune a cependant servi de modèle pour 
l’élaboration d’une classification dédiée aux tumeurs endocrines digestives établie par l’OMS, 
en 2000 (Tableau 3). Cette classification est basée sur la combinaison de critères 
histopronostiques simples.  
1)Les critères pronostiques actuels
Les critères pronostiques actuellement utilisés en routine sont : 
- des critères macroscopiques : taille de la tumeur, extension locale, présence de 
métastases 
- des critères microscopiques : degré de différenciation tumorale (bien ou peu 
différencié), angioinvasion, engainement périnerveux et index mitotique 
- des arguments immunohistochimiques : index de prolifération évalué à l’aide de 
l’anticorps Ki67 
- des arguments morphologiques : présence d’un syndrome fonctionnel 
2)La classification OMS
Dans la nomenclature de la classification de l’OMS 2000 des tumeurs endocrines digestives 
(Solcia et al, 2000), le concept de « tumeur neuroendocrine », longtemps utilisé, n’est plus 
recommandé et remplacé par le terme de tumeur et de carcinome endocrine. Ce terme 
réapparaît cependant progressivement dans la littérature car il n’existe pas d’alternative 
satisfaisante pour identifier le groupe des tumeurs endocrines d’origine épithéliale formées de 
cellules sécrétant des peptides. 
Tableau 4: Les critères de la classification de L’OMS 2000 et les paramètres proposés pour 
la classification TNM sont regroupés selon la topographie
Tumeurs endocrines de l'estomac
OMS (2000) 
1 - tumeur endocrine bien différenciée 
1a     
tumeur endocrine bien différenciée de comportement bénin 
Tumeur envahissant la sous muqueuse ou ? 1 cm 
Non fonctionnelle 
Tumeur à cellules ECL ( gastrite chronique atrophique avec       
hypergastrinémie) 
1b  
tumeur endocrine bien différenciée de comportement incertain 
Tumeur envahissant la sous muqueuse, ou > 1 cm 
Tumeur à cellules ECL, sporadique ou MEN1 
2 - carcinome endocrine bien différencié 
Tumeur de bas grade de malignité 
Tumeur envahissant la musculeuse 
3 - carcinome endocrine peu différencié 
Tumeur de haut grade de malignité 
Non fonctionnelle 
TNM (Rindi et al. 2006) 
T - tumeur primaire
 TX        tumeur primaire non évaluable 
 TO        pas d'évidence pour une tumeur primaire 
 Tis        tumeur in situ/dysplasie (< 0,5 mm) 
 T1       tumeur envahissant le chorion ou la sous-muqueuse ou 
< 1 cm 
 T2         tumeur envahissant la musculeuse ou la sous-séreuse 
ou > 1 cm 
 T3         tumeur atteignant la séreuse 
 T4         tumeur envahissant les organes adjacents
                Pour tout T, ajouter (m) en cas de tumeurs multiples
N - ganglions lymphatiques régionaux
 NX       le statut des ganglions lymphatiques régionaux n'est 
pas évaluable 
 N0       absence de métastase ganglionnaire 
 N1        présence de métastase ganglionnaire régionale 
M - métastase à distance
 MX       métastase à distance non évaluée 
 MO      absence de métastase à distance 
 M1 *     présence de métastase à distance 
 *M1 sites spécifiques définis selon Sobin 2002
?
Tumeurs endocrines de l'intestin grêle proximal  (duodénum, ampoule de Vater, jéjunum proximal)
OMS (2000) 
1 - tumeur endocrine bien différenciée 
1a     
tumeur endocrine bien différenciée de comportement 
bénin 
Tumeur envahissant la sous muqueuse ou ? 1 cm 
1b  
tumeur endocrine bien différenciée de comportement
TNM (Rindi et al. 2006) 
T - tumeur primaire
TX        tumeur primaire non évaluable    ': 
TO        pas d'évidence pour une tumeur primaire 
T1         tumeur envahissant le chorion la sous-muqueuse ou <1 cm         
T2         tumeur envahissant la musculeuse ou > 1 cm 
T3         tumeur envahissant le pancréas ou l'espace rétropéritonéal 
T4 tumeur envahissant le péritoine ou d'autres organes (tumeur      
incertain 
Tumeur envahissant la sous muqueuse, ou > 1 cm 
2 - carcinome endocrine bien différencié 
Tumeur de bas grade de malignité 
Tumeur envahissant la musculeuse 
3 - carcinome endocrine peu différencié 
Tumeur de haut grade de malignité 
                 
limitée à l'ampoule pour les paragangliomes gangliocytiques 
              
             Pour tout T, ajouter (m) en cas de tumeurs multiples 
                                                                                                  
N - ganglions lymphatiques régionaux
NX       le statut des ganglions lymphatiques régionaux n'est pas 
évaluable 
N0       absence de métastase ganglionnaire 
N1       présence de métastase ganglionnaire régionale 
M - métastase à distance
MX      métastase à distance non évaluée 
MO      absence de métastase à distance 
M1*     présence de métastase à distance 
*M1 sites spécifiques définis selon Sobin 2002 
?
Tumeurs endocrines du pancréas
OMS (2000) 
1 - tumeur endocrine bien différenciée 
Fonctionnelle ou non  fonctionnelle 
1a     
tumeur endocrine bien différenciée de comportement 
bénin 
Tumeur limitée au pancréas 
 < 2 cm / ? 2 mitoses/ 10 HPF  / ? 2% Ki67 
1b  
tumeur endocrine bien différenciée de comportement 
incertain 
Tumeur limitée au pancréas 
? 2 cm / ? 2 mitoses/10HPF (*2-10) / ?  2% Ki67 
2 - carcinome endocrine bien différencié 
Fonctionnelle ou non fonctionnelle 
Tumeur de bas grade de malignité 
Tumeur limitée au pancréas avec invasion locale  
Et/ou métastases 
3 - carcinome endocrine peu différencié 
Tumeur de haut grade de malignité 
* > 10 mitoses/10HPF 
4 – tumeur mixte endocrine/exocrine 
* révision OMS 2004 
TNM (Rindi et al. 2006) 
T - tumeur primaire
TX         tumeur primaire non évaluable 
TO        pas d'évidence pour une tumeur primaire 
T1         tumeur limitée au pancréas et < 2 cm 
T2         tumeur limitée au pancréas et < 2-4 > cm
T3         tumeur limitée au pancréas et > 4 cm, ou tumeur envahissant le 
duodénum ou la voie biliaire 
T4         tumeur envahissant la paroi des gros vaisseaux adjacents (axe 
coeliaque ou artère mésentérique supérieure), 
             l'estomac, la rate, le côlon, la glande surrénale 
             Pour tout T, ajouter (m) en cas de tumeurs multiples 
N - ganglions lymphatiques régionaux
NX       le statut des ganglions lymphatiques régionaux n'est pas 
évaluable 
N0       absence de métastase ganglionnaire 
N1       présence de métastase ganglionnaire régionale 
M - métastase à distance
MX     métastase à distance non évaluée 
MO     absence de métastase à distance 
M1 *    présence de métastase à distance 
*M1 sites spécifiques définis selon la référence [28]. 
?
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Dans la classification OMS, les tumeurs sont réparties en 4 groupes topographiques : estomac, 
duodénum-jéjunum proximal, iléon-caecum-côlon-rectum et appendice.  
Son but est de proposer une approche histopronostique facilement utilisable par les cliniciens 
pour adapter la prise en charge thérapeutique.  Elle a permis une meilleure définition des 
facteurs pronostiques validés dans les tumeurs endocrines digestives, que nous avons décrits 
précédemment, et s’appuie sur ces paramètres pour classer ces tumeurs en trois groupes :  
Les tumeurs endocrines bien différenciées regroupant les tumeurs bénignes et les tumeurs 
de comportement incertain
Les carcinomes endocrines bien différenciées sont des tumeurs malignes de bas grade. 
Dans le tube digestif, l’invasion en profondeur au-delà de la sous-muqueuse est considérée 
comme un signe de malignité, sauf pour les tumeurs appendiculaires qui restent classées en 
tumeurs endocrines bien différenciées y compris lorsque la tumeur envahit la totalité de la 
paroi.  Elles sont considérées comme des carcinomes endocrines bien différenciés lorsque la 
tumeur présente une extension au méso-appendice. Comme pour toutes les tumeurs 
endocrines, la présence de métastases est un signe de malignité.   
Les carcinomes endocrines peu différenciés sont des tumeurs de haut grade de malignité, 
avec des durées de survie faibles. 
La classification de l’OMS permet de différencier schématiquement deux grandes catégories 
de tumeurs endocrines digestives: des tumeurs bien différenciées qui représentent 90-95% des 
cas et des tumeurs peu différenciées dans 5-10 % des cas. Ces dernières sont toujours des 
tumeurs de haut grade de malignité agressives et d’évolution rapide, souvent chimiosensibles, 
pour lesquelles les cliniciens doivent utiliser une prise en charge spécifique.  
Les problèmes de prise en charge thérapeutique concernent surtout les lésions appartenant au 
groupe hétérogène des tumeurs bien différenciées.  
?
3)La classification TNM et le grade tumoral
Pour la plupart des tumeurs malignes, le stade de la maladie est évalué par la classification 
TNM qui fournit, en fonction de la localisation tumorale, le degré d’extension locale (T), 
d’extension ganglionnaire (N) et de dissémination à distance (M).  
L’absence de classification TNM pour les tumeurs endocrines digestives était ressentie 
comme un manque par de nombreux cliniciens et la mise en place de nouvelles 
recommandations devenait indispensable à l’inclusion de patients dans des études cliniques.  
Tumeurs endocrines de l’intestin grêle distal (jéjunum distal et iléon)
OMS (2000) 
1 - tumeur endocrine bien différenciée 
1a     
tumeur endocrine bien différenciée de comportement 
bénin 
Tumeur envahissant la sous muqueuse ou ? 1 cm 
1b  
tumeur endocrine bien différenciée de comportement 
incertain 
Tumeur envahissant la sous muqueuse, ou > 1 cm 
2 - carcinome endocrine bien différencié 
Tumeur de bas grade de malignité 
Tumeur envahissant la musculeuse 
3 - carcinome endocrine peu différencié 
Tumeur de haut grade de malignité 
4 - tumeurs mixtes endocrines- exocrines 
TNM (Rindi et al. 2007) 
T - tumeur primaire
TX        tumeur primaire non évaluable    ': 
TO        pas d'évidence pour une tumeur primaire 
T1         tumeur envahissant le chorion ou la sous-muqueuse ou ? 1 cm       
T2         tumeur envahissant la musculeuse ou > 1 cm 
T3         tumeur envahissant la sous séreuse 
T4         tumeur envahissant le péritoine ou d'autres organes de voisinage 
             Pour tout T, ajouter (m) en cas de tumeurs multiples 
                                                                                                  
N - ganglions lymphatiques régionaux
NX       le statut des ganglions lymphatiques régionaux n'est pas 
évaluable 
N0       absence de métastase ganglionnaire 
N1       présence de métastase ganglionnaire régionale 
M - métastase à distance
MX      métastase à distance non évaluée 
MO      absence de métastase à distance 
M1*     présence de métastase à distance 
*M1 sites spécifiques définis selon Sobin 2002
?
Tableau 4 (suite): Les critères de la classification de L’OMS 2000 et les paramètres proposés 
pour la classification TNM sont regroupés selon la topographie
Tumeurs endocrines de l’appendice
OMS (2000)
1 - tumeur endocrine bien différenciée 
1a     
tumeur endocrine bien différenciée de comportement 
bénin 
Tumeur envahissant la musculeuse ou ? 2 cm 
1b
TNM (Rindi et al. 2007)
T - tumeur primaire
TX        tumeur primaire non évaluable    ': 
TO        pas d'évidence pour une tumeur primaire 
T1         tumeur de ? 1 cm, envahissant la sous-muqueuse et la 
musculeuse 
T2         tumeur de ? 2 cm envahissant la sous-muqueuse et la 
musculeuse et/ ou envahissant la sous séreuse (?3 mm) 
tumeur endocrine bien différenciée de comportement 
incertain 
Tumeur envahissant la musculeuse ou > 2 cm 
2 - carcinome endocrine bien différencié 
Tumeur de bas grade de malignité 
Tumeur envahissant la sous séreuse  
3 - tumeurs mixtes endocrines- exocrines 
Adénocarcinoïde ou «goblet cell carcinoïd » 
T3         tumeur > 2 cm et envahissant la sous séreuse (> 3 mm) 
T4         tumeur envahissant le péritoine ou d'autres organes de voisinage 
             Pour tout T, ajouter (m) en cas de tumeurs multiples 
                                                                                                  
N - ganglions lymphatiques régionaux
NX       le statut des ganglions lymphatiques régionaux n'est pas 
évaluable 
N0       absence de métastase ganglionnaire 
N1       présence de métastase ganglionnaire régionale 
M - métastase à distance
MX      métastase à distance non évaluée 
MO      absence de métastase à distance 
M1*     présence de métastase à distance 
*M1 sites spécifiques définis selon Sobin 2002
?
Tumeurs endocrines du côlon et du rectum
OMS (2000) 
1 - tumeur endocrine bien différenciée 
1a     
tumeur endocrine bien différenciée de comportement 
bénin 
Tumeur envahissant la sous muqueuse ou ? 2 cm 
1b  
tumeur endocrine bien différenciée de comportement 
incertain 
Tumeur envahissant la sous muqueuse, ou > 2 cm 
2 - carcinome endocrine bien différencié 
Tumeur de bas grade de malignité 
Tumeur envahissant la musculeuse 
3 - carcinome endocrine peu différencié 
Tumeur de haut grade de malignité 
4 - tumeurs mixtes endocrines-exocrines 
TNM (Rindi et al. 2007) 
T - tumeur primaire
TX        tumeur primaire non évaluable    ': 
TO        pas d'évidence pour une tumeur primaire 
T1         tumeur envahissant le chorion ou la sous-muqueuse  
T1a < 1 cm                  
T1b 1-2 cm 
T2         tumeur envahissant la musculeuse ou > 2 cm 
T3         tumeur envahisant la sous séreuse ou le tissu adipeux périrectal 
T4         tumeur envahissant le péritoine ou d'autres organes de voisinage 
             Pour tout T, ajouter (m) en cas de tumeurs multiples 
                                                                                                  
N - ganglions lymphatiques régionaux
NX       le statut des ganglions lymphatiques régionaux n'est pas 
évaluable 
N0       absence de métastase ganglionnaire 
N1       présence de métastase ganglionnaire régionale 
M - métastase à distance 
MX      métastase à distance non évaluée 
MO      absence de métastase à distance 
M1*     présence de métastase à distance 
*M1 sites spécifiques définis selon Sobin 2002
?
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Un groupe de pathologistes et de cliniciens appartenant à l’European Neuro-Endocine Tumor 
Society, ou ENETS, a récemment proposé :  
Une classification TNM permettant de définir des stades cliniques ainsi qu’un système 
de grade tumoral permettant de distinguer les carcinomes endocrines bien différenciés qui 
présentent un index de prolifération bas de ceux qui présentent un index de prolifération élevé 
avec atypies. A cette occasion, un mode d’évaluation de l’index de prolifération a été proposé, 
et est actuellement en cours de validation.
a/ Classification TNM  
Une classification TNM a été proposée et récemment publiée, dédiée aux tumeurs endocrines 
de l’intestin antérieur (Rindi, et al. 2006) puis aux tumeurs de l’intestin moyen et postérieur 
(Rindi, et al. 2007). La mise au point de cette classification s’est appuyée sur les concepts 
généraux du système TNM. Elle est néanmoins originale puisqu’elle est la première 
classification TNM à regrouper des tumeurs considérées comme bénignes et des tumeurs 
malignes, ce qui suggère de raisonner, non pas en terme de tumeurs bénignes d’un côté et 
tumeurs malignes de l’autre, mais plutôt en terme de risque de malignité, susceptible de varier 
de très faible à très élevé. Il s’agit d’une proposition qui doit maintenant être validée 
cliniquement avant d’être définitivement établie (Tableau 4).  
La distinction entre les groupes « T » dépend de l’invasion locale et de la taille de la tumeur.  
Dans les tumeurs de l’intestin moyen et de l’intestin postérieur, il n’existe pas de lésions 
précurseurs connues.  
Entre les stades T1 et T2, les critères de taille retenus sont ceux appliqués dans la 
classification de l’OMS 2000. Le stade T1 correspond à des tumeurs endocrines bien 
différenciées.  
Dans le côlon et le rectum, la répartition des tumeurs T1 en deux groupes, a et b, est basée sur 
des notions récentes soulignant des différences de comportement entre des tumeurs qui 
mesurent moins de 1 cm et des tumeurs dont la taille est comprise entre 1 et 2 cm (Fahy, et al.
2007). 
Le stade T2, qui correspond à des carcinomes endocrines bien différenciés, inclut également  
des tumeurs de comportement incertain.  
Pour différencier les tumeurs T2 et T3 dans le pancréas une valeur seuil de 4 cm a été 
proposée. Les tumeurs T3 et T4 sont des tumeurs localement invasives.  
???????????????????????????????????????????????????????????????????
?
?????????????????????????????????????????????????????????????????
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
T: degré d’extension locale  N: degré d’extension ganglionnaire  M: degré de dissémination à distance
Grade Tumoral index mitotique index de prolifération
(10 HPF) (%)
G1 < 2 ? 2
G2 2 à 20 3 à 20
G3 > 20 > 20
HPF = high power field ( 2 mm²)
Anticorps MIB1 = % sur 2000 cellules tumorales, dans les zones de plus hautes densité de marquage nucléaire
Tableau 5 : Grade histologique
???
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La définition des stades N et M est conforme aux principes de la classification TNM. 
b/ Grade histologique
La définition du grade histologique a été inspirée par la classification actuellement utilisée 
pour les tumeurs neuroendocrines du poumon (Chen, et al. 2006; Travis 2002). 
Il est basé sur l’index mitotique et l’index de prolifération. Actuellement, il s’agit d’une 
proposition qui doit impérativement être validée et testée par les cliniciens et les pathologistes 
concernés par la prise en charge des tumeurs endocrines digestives.  
L’index mitotique correspond au nombre de mitoses dans 10 champs à fort grandissement, si 
le matériel est suffisamment abondant, choisis dans les zones d’activité mitotique la plus 
forte.  
L’index de prolifération, qui pose parfois un problème de reproductibilité entre les 
pathologistes, représente le pourcentage de cellules dont les noyaux expriment Ki67 sur un 
nombre total de 2000 cellules, dans les zones de plus forte densité d’immunomarquage.  
En fonction des ces deux paramètres les tumeurs sont classées en trois groupes : G1, G2 et G3 
(Tableau 5) La présence de nécrose est un facteur non pris en compte pour les tumeurs 
endocrines digestives.  
Les propositions de classification TNM, de grade histologique et de stadification clinique 
dépendantes de l’ENETS doivent maintenant faire l’objet d’une validation à travers des 
études cliniques. Les premiers résultats publiés sont encourageants (Pape, et al. 2008). Cette 
validation est particulièrement importante pour la proposition de classification TNM car elle 
conditionne la reconnaissance de cette classification par l’UICC, seule habilitée à officialiser 
cette proposition. 
?
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6. Présentation clinique 
Si l’on écarte les tumeurs endocrines digestives découvertes de façon fortuite (radiologie, 
endoscopie ou au cours de procédures chirurgicales) la présentation clinique dépend de deux 
éléments : 
1)Du caractère sécrétant ou non sécrétant de la tumeur
Les tumeurs endocrines digestives sécrétantes, peuvent être à l’origine d’un syndrome 
clinique d’hypersécrétion hormonale : on parle alors de tumeurs endocrines 
???
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« fonctionnelles ». Cependant, les symptômes ne sont généralement pas reconnus au stade 
initial de la maladie, ce qui entraîne un diagnostic retardé (5-7 ans en moyenne) augmentant la 
probabilité de maladie métastatique (Modlin et al. 2008). 
Dans le cas de tumeurs endocrines digestives non fonctionnelles, ce n’est que lorsque la 
masse tumorale entraînera un effet de masse, ou aura donné des lésions métastatiques 
(habituellement hépatiques) que le diagnostic sera porté (Kaltsas, et al. 2004; Modlin et al.
2005). 
2) Du site de développement de la tumeur primitive
Le site de survenue conditionne la précocité du diagnostic. Certaines localisations, comme 
l’estomac  et le côlon, permettent le recours à des moyens diagnostiques efficaces, comme 
l’endoscopie et l’échoendoscopie (O'Toole 2006). D’autres, comme l’intestin grêle, restent 
inaccessibles à des moyens diagnostiques performants pour un diagnostic précoce.   
La localisation de la tumeur primitive, son extension locale et à distance, sont des données 
fondamentales pour adapter la stratégie thérapeutique. L’imagerie des TE est caractérisée par 
sa multidisciplinarité, associant aux techniques conventionnelles d’imagerie (échographie 
Doppler, entéroscanner et IRM), des techniques d’imagerie endoscopique (echoendoscopie) et 
des techniques d’imagerie métabolique par scintigraphie des récepteurs de la somatostatine et 
ou par tomographie par émissions de positons. 
Aucune technique n’est sensible à 100%, et de multiples modalités d’imagerie seront 
nécessaires pour localiser de petites tumeurs suspectées par la clinique et le profil biologique. 
Malgré l’étendue des moyens développés, actuellement la tumeur primitive n’est pas localisée 
dans 20 à 50% des TE GEP (Modlin et al. 2008). 
7. Les marqueurs des tumeurs endocrines 
?
1) Marqueurs biologiques
Quelques marqueurs biologiques identifiables dans le sang ou les urines orientent vers 
des tumeurs endocrines gastro-entéro-pancréatiques (TE GEP) spécifiques, tandis que 
d’autres sont communs à plusieurs TE GEP (Eriksson, et al. 2000; Kaltsas et al. 2004). C’est 
la corrélation entre la présentation clinique, la localisation topographique de la tumeur et les 
marqueurs biologiques qui va permettre un diagnostic précis.   
???
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a/  Dosages hormonaux 
Parmi les hormones servant aux dosages, les 5-HIAA (acide 5-hydroxy-indole acétique) 
urinaires est employé. Ils correspondent à des produits d’élimination urinaire de la sérotonine 
après dégradation hépatique. Ce sont des marqueurs assez spécifiques, ayant une bonne 
sensibilité dans les TE de l’intestin grêle, mais bien moins bonne dans les TE pancréatiques et 
colorectales (la plupart de ces tumeurs ne sécrétant pas de sérotonine, les dosages de 5-HIAA 
urinaires sont réservés aux rares cas associés à un syndrome carcinoïde clinique). S’il existe 
une élévation initiale, ces dosages hormonaux peuvent avoir un intérêt lors du suivi pour 
évaluer la réponse au traitement. 
D’autres hormones peuvent être testées par dosages sanguins : polypeptide pancréatique, VIP 
(peptide vasoactif intestinal), glucagon, insuline, calcitonine. . La gastrine est élevée dans 
62% des gastrinomes bien que seulement 30% des patients présentent des symptômes en 
rapport avec cette sécrétion. Enfin, le polypeptide pancréatique est élevé dans 74% des cas de 
tumeurs endocrines pancréatiques et pourrait avoir un rôle dans le suivi de ces tumeurs 
(Eriksson, et al. 1990). 
b/ Chromogranine A 
Il s’agit d’un marqueur relativement sensible et spécifique des tumeurs endocrines, 
élevé dans 94% des tumeurs endocrines pancréatiques. La sensibilité varie selon le site 
primitif ; la sensibilité est supérieure pour les tumeurs sécrétantes par rapport aux tumeurs non 
sécrétantes, sauf pour les insulinomes (faible sensibilité) (Baudin, et al. 2001). Le taux est 
plus élevé pour les tumeurs ayant une masse tumorale importante et des métastases (Nehar, et 
al. 2004). Cependant, elle peut être élevée chez des patients porteurs d’adénocarcinome 
prostatique, adénocarcinome colorectal, phéochromocytome, ganglioneurome, 
neuroblastome ; de plus certaines pathologies peuvent entraîner des faux positifs (insuffisance 
rénale, insuffisance hépatique, gastrite atrophique, maladies inflammatoires intestinales, 
traitement par IPP, exercice physique ou traumatisme peuvent induire une élévation faible de 
la CgA). 
De plus, un taux de chromogranine A élevé constitue un facteur de mauvais pronostic 
(Janson, et al. 1997). Les variations des taux de chromogranine A sont corrélées à la 
progression tumorale. Sa mesure peut donc faire partie des examens de suivi pour évaluer 
l’efficacité d’un traitement (Nobels, et al. 1998). Le dosage est également utile dans la 
détection d’un résidu tumoral ou d’une rechute d’une tumeur endocrine (l’élévation de CgA 
peut précéder la mise en évidence par imagerie) (Eriksson et al. 2000). 
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Figure 1 : Localisation des marqueurs de différenciation endocrine et neuroendocrine  
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2) Marqueurs tissulaires
Les cellules endocrines tumorales expriment des marqueurs de différenciation 
caractéristiques. Il s’agit de marqueurs endocrines et de marqueurs dits neuroendocrines, 
communs aux cellules endocrines et aux cellules nerveuses (Figure 1).  
a/ Marqueurs endocrines 
L’expression des marqueurs endocrines témoignent de la capacité des cellules 
tumorales à conserver les propriétés structurales et fonctionnelles caractéristiques des cellules 
endocrines normales.  
Les chromogranines (Taupenot, et al. 2003) sont les plus typiques de ces marqueurs de 
différenciation. La chromogranine A est exprimée par la grande majorité des cellules dites 
neuroendocrines. La chromogranine B n’est détectée que dans quelques populations 
endocrines spécifiques de l’hypophyse, du rectum et la médullosurrénale, notamment. Les 
chromogranines sont concentrées dans la matrice des grains de sécrétion intracytoplasmiques 
des cellules endocrines qui synthétisent des hormones peptidiques. L’expression par les 
cellules tumorales de la chromogranine A constitue un excellent marqueur tumoral. En 
parallèle, elle est facilement dosable dans le sérum et est utilisée pour le diagnostic et le suivi 
de l’évolution des tumeurs endocrines. Ce sont des marqueurs très spécifiques, exprimés par 
les cellules tumorales endocrines bien différenciées. Dans les cellules endocrines peu 
différenciées où il n’y a pas, ou peu de  grains de sécrétion intracytoplasmiques, on ne détecte 
qu’inconstamment l’expression des chromogranines. Cependant, même dans les cellules 
endocrines bien différenciées, l’expression de la chromogranine A peut être hétérogène ou 
très faible. C’est le cas lorsque leur concentration intracellulaire est trop faible pour être 
détectée par une méthode immunohistochimique, si le nombre de grains de sécrétion n’est pas 
suffisant ou si l’activité sécrétoire intense est responsable d’une libération massive du contenu 
des grains à l’extérieur de la cellule.  
D’autres protéines appartenant à la famille des granines, 7B2 d’origine hypophysaire et 
NESP55 associée aux cellules endocrines pancréatiques et médullosurrénaliennes, ont été 
proposées comme marqueurs diagnostiques potentiels mais ne sont pas utilisées en pratique 
courante.  
b/ Marqueurs neuroendocrines 
L’expression de ces marqueurs est commune aux cellules endocrines et aux neurones. 
Ils peuvent être divisés en plusieurs groupes selon leur localisation intracellulaire. 
???
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Les marqueurs vésiculaires sont associés aux vésicules neurosécrétoires. La synaptophysine 
est la plus couramment utilisée en pratique. Son expression persiste dans les cellules 
tumorales peu différenciées (Buffa, et al. 1987). 
Les marqueurs cytosoliques correspondent à des protéines libres dans le cytosol. C’est le cas 
de l’enolase spécifique des neurones ou NSE, qui en pratique est exprimée par de nombreuses 
lignées cellulaires et ne présente pas une spécificité utile au diagnostic, ou la PGP9.5. Cette 
dernière est beaucoup plus spécifique et son expression est limitée aux cellules endocrines et 
aux cellules nerveuses (Ferolla, et al. 2008). 
Les marqueurs membranaires comprennent notamment la protéine N-CAM (neural-cell 
adhesion molecule) qui est une protéine d’adhésion intercellulaire de la famille des intégrines, 
et le CD57 correspond au déterminant antigénique HNK1, qui est retrouvé, entre autres, dans 
certaines formes de N-CAM.  
?
8. Traitement 
De nombreuses options thérapeutiques sont disponibles pour le traitement des tumeurs 
endocrines gastroentéropancréatiques. La stratégie thérapeutique est complexe à définir pour 
ce groupe de tumeurs très hétérogènes. 
En effet, le potentiel évolutif tumoral est extrêmement variable : il peut se produire de longues 
phases de stabilité, parfois même une régression spontanée en l’absence de traitement, ou à 
l’inverse une explosion rapide de la croissance tumorale. 
De plus, l’extrême diversité en termes de symptômes et de complications rend la stratégie 
thérapeutique difficile, car elle doit prendre en compte de nombreuses données. L’objectif 
initial est bien sur la guérison, mais aussi la réduction des symptômes. Le traitement doit 
permettre la conservation d’une qualité de vie acceptable car un certain nombre de patients 
ayant une maladie évoluée peuvent avoir une espérance de vie longue. 
Les tumeurs gastroentéropancréatiques étant rares, nous avons très peu d’études prospectives 
pour évaluer les réponses aux différents traitements. 
1) Chirurgie
La résection chirurgicale reste le traitement de choix et la seule approche qui permette un 
traitement curatif des tumeurs endocrines gastroentéropancréatiques lorsqu’elles sont 
diagnostiquées à un stade localisé. Elle a un effet moindre si elles sont régionales et distales 
(Hill, et al. 2009). La résection augmente le taux de survie passant à 5 ans chez 61% des 
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patients atteignant 10 ans pour 35% des cas (Kulke 2007). Seuls 20% des patients atteints de 
tumeurs endocrines gastroentéropancréatiques semblent éligibles pour une résection 
chirurgicale à visée curatrice (Modlin et al. 2008), soit en raison de la présence de métastases, 
soit en raison d’un obstacle anatomique tel que l’envahissement vasculaire. 
L’attitude thérapeutique dépend d’une part de la localisation du primitif, puisque le degré de 
risque de malignité et le traitement diffèrent d’un site à un autre et, d’autre part, du type et 
volume de l’extension tumorale qui peut être ganglionnaire, hépatique, et extra-hépatique 
(Modlin, et al. 2003). Au stade de tumeur localisée, la taille de la tumeur primitive, le nombre 
de mitoses, l’envahissement en profondeur et ganglionnaire guident en partie l’attitude 
chirurgicale. Les curages ganglionnaires doivent être étendus et méticuleux. 
La chirurgie a également une place de plus en plus importante dans les formes métastatiques, 
principalement hépatiques. 
S’il n’y a aucune étude randomisée prouvant sans contexte la supériorité de la chirurgie sur 
les autres traitements, une étude comparative faite chez des patients présentant un 
envahissement hépatique inférieur à 20% montre que la survie à 5 ans était de 73% chez les 
patients résécables et de 29% chez les patients non résécables (Wiedenmann, et al. 1998). 
L’hépatectomie dans les métastases des tumeurs endocrines gastroentéropancréatiques est 
indiquée chaque fois qu’elle semble pouvoir réséquer plus de 80% du volume des 
localisations macroscopiques tumorales, et ce, au prix de risques opératoires acceptables 
(Elias, et al. 2003; Jaeck, et al. 2001). 
La chirurgie hépatique des métastases de tumeurs endocrines gastroentéropancréatiques est 
particulière car : 
- Elle s’adresse souvent à des métastases multiples et bilatérales, et s’accompagne dans 
57% des cas (Elias et al. 2003) de gestes associés extra-hépatiques (résection du 
primitif, d’adénopathies, d’une carcinose péritonéale). 
- Le bilan d’imagerie pré-opératoire doit être très complet. La scintigraphie aux 
récepteurs de la somatostatine ayant pour intérêt d’éliminer les métastases 
extrahépatiques (Benjegard, et al. 2001). 
- Les limites techniques ont été repoussées très loin au cours des dernières années : au 
niveau des contrôles vasculaires (Elias, et al. 1995), des embolisations portales 
sélectives préopératoires (Giraudo, et al. 2008), des hépatectomies passant à travers 
une zone stérilisée par la radiofréquence  (Ouellet, et al. 2002) et des hépatectomies en 
deux temps (Jaeck, et al. 2004). 
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Même si la chirurgie paraît complète, il persiste dans le foie restant des micrométastases qui 
sont à l’origine des rechutes de métastases hépatiques : 70% des patients présentent une 
récidive hépatique 10 ans après l’hépatectomie première (Elias et al. 2003). 
La transplantation hépatique est une option thérapeutique proposée dans de rares cas très 
sélectionnés : patients jeunes ayant une TE agressive métastatique confinée au foie (Le Treut, 
et al. 2008; van Vilsteren, et al. 2006). 
Plus rarement, il s’agit d’une chirurgie incomplète réalisée à des fins de contrôle 
symptomatique (Norton 2005). 
Enfin la chirurgie peut s’inscrire dans une situation d’urgence, essentiellement ischémie 
mésentérique et occlusion du grêle dans le cadre des tumeurs carcinoïdes (Ahlman 1999). 
2) Radiologie interventionnelle : embolisations et chimioembolisations hépatiques
Les métastases hépatiques des tumeurs endocrines sont le plus souvent vascularisées  à partir 
de l’artère hépatique, expliquant l’intérêt potentiel des techniques d’embolisation ou de 
chimioembolisation (Valette et Souquet 1989). L’ischémie induite par l’embolisation, 
associée à la chimiothérapie intra-artérielle permet d’obtenir une nécrose tumorale avec peu 
d’effets systémiques de la chimiothérapie. Ces techniques ont surtout été testées chez les 
malades ayant un syndrome carcinoïde, après échec des traitements conventionnels. Plusieurs 
études ont montrées des taux de réponse intéressants avec soit des techniques d’embolisation 
(Ajani, et al. 1988), soit des techniques de chimio-embolisation aux anthracyclines  (Clouse, 
et al. 1994; Ruszniewski, et al. 1993) ou à la streptozotocine (Dominguez, et al. 2000). 
L’adjonction d’un composé cytotoxique lors du geste d’embolisation sur le modèle des 
chimio-embolisations pour les carcinomes hépatocellulaires n’a pas démontrée son intérêt par 
rapport à une embolisation simple dans ce type tumoral. Par ailleurs, l’arrivée des particules 
chargées (avec de l’irinotécan ou de la doxorubicine) pourrait accroître la nécrose tumorale en 
comparaison avec les chimio-embolisations conventionnelles utilisant une émulsion avec le 
lipiodol (de Baere, et al. 2008). 
Actuellement, certains auteurs insistent sur l’évaluation préthérapeutique du volume tumoral, 
avec un risque important de complications devant faire surseoir à ce type de traitement 
lorsque plus de 75% du volume hépatique est de nature tumorale (Kress, et al. 2003). 
La thrombose portale complète, l’insuffisance hépatocellulaire et un antécédent de 
duodénopancréatectomie céphalique (risque d’ischémie biliaire) sont des contre-indications 
absolues.  
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Les principales complications de ces traitements consistent en un syndrome post-embolisation 
(Ruszniewski et Malka 2000) fait de nausées, de vomissements (50-70%), de douleurs 
abdominales (50-60%), d’une fièvre et d’une cytolyse hépatique. Des complications plus 
sévères mais rares peuvent survenir : insuffisance rénale, infection et abcédation de foyer 
embolisé, cholécystite ischémique ou ulcère hémorragique (O'Toole et Ruszniewski 2005). 
3) Chimiothérapie
Les traitements cytotoxiques sont considérés comme le traitement principal des carcinomes 
endocrines peu différenciés. Il faut souligner que la réponse à la chimiothérapie est très 
distincte selon la différenciation histologique (O'Toole, et al. 2004). Les carcinomes 
endocrines peu différenciés présentent une plus grande chimiosensibilité que les carcinomes 
endocrines bien différenciés et les molécules utilisées sont distinctes. 
.Chimiothérapie des carcinomes endocrines peu différenciés : Le protocole de référence est 
l’association étoposide-cisplatine (Mitry, et al. 1999; Moertel, et al. 1991). 
. Chimiothérapie des carcinomes endocrines bien différenciés : les tumeurs présentent une 
chimiosensibilité faible car elles ont souvent un index mitotique faible, une expression 
importante du gène MDR-1 de résistance aux drogues, les rendant capables de rejeter en 
dehors de la cellule certaines drogues anticancéreuses. Elles ont également une expression du 
gène anti-apoptotique bcl-2 qui pourrait contribuer à la résistance intrinsèque aux 
chimiothérapies (Kaltsas, et al. 2001). 
Les réponses à la chimiothérapie varient selon la localisation de la tumeur primitive, la plupart 
des études rapportent en effet de meilleurs taux de réponse pour les tumeurs peptidergiques 
par rapport aux tumeurs entérochromaffines. 
Carcinomes endocrines bien différenciés duodéno-pancréatiques : L’association 
streptozocine-doxorubicine reste la chimiothérapie de référence (Cadiot et al, 
recommandations de la FFCD, 2005) 
Carcinomes endocrines bien différenciés intestinaux : Peu d’études récentes on été menées 
pour valider l’intérêt des chimiothérapies et les taux de réponse obtenus restent inférieurs à 
15%, ce qui rend discutable l’indication de la chimiothérapie pour ces tumeurs. 
Un traitement par chimiothérapie ne peut donc être envisagé qu’après échec des autres 
traitements disponibles et le protocole le plus souvent utilisé est l’association streptozocine-
fluorouracile (Eriksson et al. 1990). 
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Figure 2: Modèle de l’évolution tumorale endocrine dans le pancréas endocrine 
(D’après Hager et Hanahan 1999)
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4) Radiothérapie métabolique
La propriété des  TE GEP d’exprimer les récepteurs de la somatostatine, a conduit au 
développement de la radiothérapie métabololique ou vectorisée. Cette méthode thérapeutique 
utilise des analogues radio-marqués de la somatostatine comme traceurs spécifiques (Borson-
Chazot et Corone, 2007). Les premières études ont été réalisées en utilisant l’Octréoscan® 
thérapeutique (111In-DTPA-octréotide), et permet d’obtenir une réponse symptomatique et/ou 
hormonale dans 60-80% des cas mais les réponses tumorales objectives sont rares (5-8%) et 
ne se maintiennent généralement pas dans le temps (Kwekkeboom, et al. 2005).
De nouveaux analogues marqués par des émetteurs ?- donnent des résultats préliminaires 
encourageants. L’Octréother® (90Y-Tyr3-DOTA-octréotide) a une affinité 2 fois supérieure à 
celle de l’Octréoscan®. Des réponses tumorales partielles sont décrites chez 20-35% des 
patients en échec des autres stratégies thérapeutiques (Waldherr, et al. 2002). 
Des résultats préliminaires avec le 177Lu-DOTA-Tyr3-octréotate semblent intéressants : 
meilleure efficacité (réponse partielle de 33-40%) et meilleure tolérance rénale qu’avec 
l’Octréother® (Kwekkeboom et al. 2005).   
  
La place des radiopeptides dans la stratégie thérapeutique des TE GEP reste cependant à 
définir (Borson-Chazot 2006), et seul l’Octréoscan® thérapeutique est disponible en France 
dans le cadre d’une Autorisation Temporaire d’Utilisation. 
?
9. Les modèles d’étude des tumeurs endocrines digestives  
1) Les modèles transgéniques
a/ Modèle de tumeurs pancréatiques 
Il s’agit du modèle de souris transgéniques exprimant l’antigène T du virus simien SV40 
(Tag) placé sous le contrôle du promoteur du gène de l’insuline (RIP1-Tag). Ce transgène 
dirige l’expression de Tag dans les cellules ? productrices d’insuline des îlots de Langerhans 
constituant le pancréas endocrine. L’évolution tumorale endocrine peut être ainsi suivie dans 
le pancréas endocrine (Figure 2). L’expression de Tag apparaît au 9ème jour embryonnaire 
dans toutes les cellules ? mais restera sans effet jusqu’à la 4ème ou 5ème semaine postnatale. A 
ce stade 50 à 70% des îlots deviennent hyperplasiques. De ces îlots hyperplasiques émergent 
entre la 7ème et la 9ème semaine des îlots hyperplasiques montrant des signes de 
néovascularisation. Certains de ces îlots évolueront vers des tumeurs encapsulées, parfois 
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invasives, entre la 10ème et la 12ème semaine postnatale (Hager et Hanahan 1999; Hanahan 
1985). 
Depuis qu’il a été établi, ce modèle a été largement utilisé pour progresser dans la 
compréhension des mécanismes de la différenciation endocrine pancréatique. Il a également  
fourni des informations importantes sur les mécanismes cellulaires de la progression 
tumorale, en particulier sur le rôle de l’angiogenèse (Bergers, et al. 1998; Hanahan et 
Folkman 1996). Ce modèle a permis d’étudier aussi le développement du réseau vasculaire 
tumoral et le rôle des facteurs impliqués dans le processus angiogénique, notamment le VEGF 
(Ryschich, et al. 2002). L’étude de la relation existant entre l’induction de l’angiogenèse et la 
progression tumorale a été réalisée avec le modèle RipTag-VEGF. 
b/Modèles de NEM1 
Les modèles de knock-out conventionnels : Le développement de plusieurs modèles de souris 
knock-out invalidées pour le gène NEM1, ont mis en évidence la létalité précoce au stade 
embryonnaire (entre les jours 11,5 et 13,5) des souris Men1-/- En revanche, les souris 
hétérozygotes Men1+/- se rapprochent de la pathologie humaine avec le développement de 
diverses tumeurs endocrines (Bertolino, et al. 2003a; Bertolino, et al. 2003b; Crabtree, et al. 
2001; Loffler, et al. 2007). Les souris développent des hyperparathyroidies primaires mais 
également des atteintes duodéno-pancréatiques, des atteintes hypophysaires et endocrines. 
Les modèles de knock-out conditionnels : Cette technique (Libutti, et al. 2003) a permis de 
générer des souris chez lesquelles le gène Men1 est invalidé par recombinaison homologue de 
sites LoxP, introduits au sein du gène, grâce à la recombinase Cre. L’ADNc de la 
recombinase Cre est placé en aval du promoteur de la parathormone (PTH) spécifiquement 
activé dans les parathyroïdes. Dans ce modèle d’inactivation conditionnelle, la délétion 
homozygote du gène Men1 ciblée dans les parathyroïdes entraîne l’augmentation de la taille 
des glandes et du nombre de cellules présentes ainsi qu’une désorganisation des 
parathyroïdes. Ces anomalies s’accompagnent d’une augmentation du taux sérique de calcium 
dès l’âge de 7 mois. Ces observations sont similaires à celles faites chez les patients NEM1.
Dans des modèles complémentaires ont été ciblées les cellules ? pancréatiques. Il a été permis 
d’éteindre l’expression du gène Men1 de manière ciblée au sein des ces seules cellules. En 
effet le gène codant pour la recombinase Cre est placé sous le contrôle du promoteur du gène 
de l’insuline. Dès le 6eme mois, des insulinomes et plus tard des prolactinomes sont 
développés.  
???
Tableau 6: Lignées cellulaires endocrines d’origine humaine
Lignée Origine Sécrétion
INS-1 insulinome radio-induit chez le rat insuline
RIN insulinome de rat insuline, somatostatine
i i l d l h i d bl h l ki i id d l f ill d l
Lignée Origine Caractéristiques
BON métastase ganglionnaire d'une tumeur endocrine pancréatique sécrétion de chromogranine, pancréastatine, 
neurotensine, sérotonine (5-HT), bombésine
CM insulinome phénotype cellules beta-pancréatiques
QGP-1 carcinome pancréatique sécrétion de somatostatine
KRJ_1 tumeur carcinoïde iléale semblabe aux cellules EC
CNDT 2 métastase hépatique d'une tumeur carcinoïde iléale sécrétion de sérotonine, 
expression des récepteurs à la somatostatine (1à5)
LCC-18 carcinome neuroendocrine peu différencié du côlon immunoréactivité hétérogène au VIP, 
substance P et glucagon
GOT 1 carcinoïde de l'intestin moyen expression des récepteurs à la somatostatine (1à5)
synthèse de sérotonine et de substance P
STC-1 tumeur ntest n grê e éve oppée c ez une sour s ou e transgène c o écysto n ne, pept es e a am e u prog ucagon,
RipTag2/Rip2Pyst1 somatostatine, substance P
GLUTag tumeur intestinale développée chez une souris transgénique glucagon
avec l'antigène T de SV40 et le promoteur du glucagon
AR42J lignée amphicrine développée à partir d'une tumeur chimiquement cholécystokinine 
induite (azasérine) du pancréas exocrine du rat
MIN6 tumeur pancréatique développée chez une souris transgénique insuline sous l'effet du glucose
exprimant l'antigène T de SV40 et le promoteur à l'insuline
Tableau 7: Lignées cellulaires endocrines d’origine murine
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2) Autres modèles transgéniques 
Les souris transgéniques portant une mutation activatrice de la cyclin-dependent kinase 4 
(Cdk 4) exprimant donc une Cdk 4 constitutivement active développent après l’âge de 3 mois 
des hyperplasies des îlots pancréatiques constituées essentiellement de cellules ? (Rane, et al. 
1999). Par ailleurs, deux lignées de souris portant une double inactivation des inhibiteurs des 
cyclin dependent kinase (CDK) ont  été établies. Ainsi, la suppression simultanée de p18 et de 
p27 entraîne le développement d’hyperplasies et de tumeurs dès l’âge de 3 mois dans 
différents organes tels que l’hypophyse, la thyroïde, les parathyroïdes, les surrénales, les 
testicules, le pancréas, le duodénum et l’estomac, avec atteinte simultanée de plusieurs 
organes ce qui rapproche ce modèle du syndrome NEM-1. La suppression simultanée de p18 
et p21, quant à elle, entraîne le développement d’adénomes hypophysaires, d’hyperplasies 
neuroendocrines gastriques et de tumeurs bronchio-alvéolaires (Franklin, et al. 2000). 
?
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3) Modèle de tumeur transplantable  
Une tumeur carcinoïde humaine issue de l’intestin moyen (iléon) a été transplantée chez la 
souris nude à partir d’une culture primaire de cellules issues d’une métastase hépatique. Ces 
cellules appelées GOT-1, ont présenté un taux de prolifération important 3 mois après leur 
mise en culture, ce qui a permis l’injection d’une suspension cellulaire par voie sous-cutanée. 
Les générations de tumeurs successives, 4 au total, ont été réalisées par transplantation sous 
cutanées de fragments de tumeur. Dans ce modèle, le phénotype endocrine est conservé au 
cours des transplantations successives : expression de la CGA et de la synaptophysine. Les 
cellules tumorales sécrètent la sérotonine. De plus, les 5 types de récepteurs de la 
somatostatine sont retrouvés sur ces tumeurs permettant leur étude en scintigraphie (Kolby, et 
al. 2001). Ce modèle a été utilisé pour tester les effets antitumoraux du composé CHS 828, 
inhibiteur de la voie NF-kB (Johanson, et al. 2005). 
4) Les lignées cellulaires endocrines tumorales susceptibles d’être greffées à 
l’animal
Les lignées cellulaires endocrines d’origine humaine  (Tableau 6) 
Les lignées cellulaires endocrines d’origine murine  (Tableau 7)
La plupart des études in vivo réalisées pour étudier le développement de tumeurs endocrines 
se fondent sur l’obtention de tumeurs sous-cutanées après injection d’une suspension de 
cellules
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DEUXIEME PARTIE 
ANGIOGENESE ASSOCIEE AUX 
TUMEURS ENDOCRINES DIGESTIVES 
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I Les mécanismes généraux de l’angiogenèse tumorale
L’angiogenèse est définie comme étant le développement de nouveaux vaisseaux sanguins à 
partir de vaisseaux préexistants. Elle s’oppose à la vasculogenèse qui, au sens strict, désigne 
la formation de nouveaux vaisseaux à partir de précurseurs cellulaires, les angioblastes. En 
pratique, les deux phénomènes sont souvent intriqués. 
L’angiogenèse est un processus primordial dans la physiologie normale et notamment, au 
cours de l’embryogenèse. Le système cardiovasculaire est le premier système fonctionnel à se 
développer chez les vertébrés. Sa formation combine vasculogenèse et angiogenèse. Le 
système vasculaire primordial (Risau et Flamme 1995) se différencie à partir des angioblastes 
pour donner le mésoderme embryonnaire et extra-embryonnaire qui formera par la suite le 
réseau vasculaire primitif. Le processus morphogénique se met en place avec la formation de 
nouveaux capillaires par bourgeonnement ; la restructuration du système vasculaire 
primordial aboutit à la formation de vaisseaux sanguins petits ou larges jusqu’à donner le 
système sanguin définitif (Risau 1997). L’angiogenèse sera ensuite impliquée dans le 
développement des réseaux vasculaires spécifiques d’organes qui permettront d’assurer les 
besoins des organes embryonnaires puis adultes en oxygène et en nutriments.  
L’angiogenèse a également un rôle important en physiopathologie (Folkman 1995). Le 
processus est sollicité pour la réparation et la cicatrisation des tissus après lésion. Il intervient 
aussi dans le cas d’ischémies au niveau du myocarde par exemple en stimulant la formation 
de vaisseaux sanguins collatéraux à la périphérie de la zone hypoxique. L’angiogenèse est 
mise à contribution dans les phénomènes inflammatoires chroniques. Ainsi, dans la 
polyarthrite rhumatoïde, il existe une production excessive de facteurs angiogéniques par les 
macrophages, les cellules immunitaires et les cellules inflammatoires, qui stimulent la 
croissance vasculaire associée au pannus synovial. De même, dans le psoriasis, la mise en jeu 
de régulateurs positifs et négatifs de la croissance vasculaire aboutit à une stimulation de 
l’angiogenèse et à l’hypervascularisation des lésions psoriasiques.  
L’angiogenèse est essentielle aussi dans les cancers. Les travaux pionniers de J Folkman ont 
montré que le développement local des tumeurs malignes et l’apparition de propriétés 
métastatiques nécessitent le développment d’une néovascularisation, par recrutement de 
capillaires sanguins, témoignant d’un mécanisme de « conversion angiogénique », c’est-à-dire 
l’acquisition par les cellules tumorales de capacités de stimulation du processus angiogénique.   
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Figure 3: les étapes morphologiques de l’angiogenèse (d’après Scoazec JY, 2000)
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1. Description du processus  
L’angiogenèse tumorale est définie par la formation de nouveaux vaisseaux à partir de 
vaisseaux préexistants, le plus souvent des capillaires et des veinules, sous l’influence directe 
ou indirecte d’un foyer tumoral. La limite de diffusion de l’oxygène est de 100 à 200μm ce 
qui nécessite lors du développement tumoral de combiner les étapes de la vasculogenèse 
(différenciation des cellules endothéliales à partir d’angioblastes) et de l’angiogenèse, en 
stimulant l’expression de différents facteurs. Les néovaisseaux résultant de l’action du 
processus angiogénique permettront l’apport de nutriments, de facteurs de croissance et de 
cytokines, qui, à leur tour, stimuleront la croissance locale de la tumeur, lui conféreront un 
avantage de croissance et de survie, et faciliteront, directement ou indirectement, l’acquisition 
de propriétés invasives et métastatiques. Du point de vue morphologique, le processus 
angiogénique peut être divisé en quatre grandes étapes successives : le bourgeonnement, la 
migration, l’organisation et le remodelage  
(Figure 3) (Risau 1997; Scoazec 2000).  
• Le bourgeonnement  
Il correspond à l’apparition de petites masses de cellules endothéliales sur la face externe de 
vaisseaux préexistants. Les sites privilégiés de la formation de ces bourgeons sont les 
capillaires et, à un moindre degré, les veinules. Ces bourgeons sont d’abord pleins puis ils se 
creusent pour former des lumières en cul-de-sac. Cette première étape de l’angiogenèse est 
également caractérisée par l’augmentation de la perméabilité des vaisseaux préexistants et par 
la dégradation locale de la lame basale qui les entoure.  
A l’état normal, les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins adultes sont quiescentes et 
ne se renouvellent pratiquement pas. Le bon déroulement et le succès de cette première étape 
du processus dépend donc de l’acquisition par les cellules endothéliales d’un phénotype dit 
angiogénique, caractérisé par l’expression de récepteurs spécifiques aux facteurs de 
croissance endothéliaux.  
• La migration  
Elle accompagne la croissance des bourgeons formés à la surface des vaisseaux. Ces 
bourgeons s’allongent rapidement et migrent vers la source du stimulus angiogénique. Il s’agit 
d’un processus guidé possédant des similitudes avec l’orientation axonale. A l’extrémité des 
vaisseaux en formation, se trouve une structure motile, la coiffe, contenant des « tip cells », 
capables d’étendre des expansions cytoplasmiques, ou filopodes, qui les guident à travers la 
matrice extra-cellulaire afin de dicter la direction de croissance des bourgeons. Les récepteurs 
Anti Anti ProProAnti AntiPro Pro
propriétés vaisseaux normaux vaisseaux tumoraux
organisation générale normale anormale
péricyte normal absent ou détaché
membrane basale normale absente ou très épaisse
diamètre vaisseau distribution normale dilaté
densité vasculaire normale anormale
distribution homogène distribution hétérogène
perméabilité pour normale très grande
les grosses molécules
pression microvasculaire (MVP) MVP > IFP MVP ~ IFP
et pression du flux interstitiel (IFP)
Pression O2 normale hypoxie
pénétration drogue uniforme hétérogène
Tableau 8: différences morphologiques et fonctionnelles des vaisseaux normaux et 
tumoraux (d’après Jain RK, et al. 2005)
Normal Anormal
Figure 4: Représentation structurale des vaisseaux dans les tissus normaux et tumoraux
reflétant les changements de la balance des facteurs pro– et anti-angiogéniques dans les
tissus
Les vaisseaux normaux ont une structure hériarchisée et fine corrélée à un équilibre dans la synthèse et l’action
des agents anti– et pro-angiogéniques. Les vaisseaux tumoraux ont une structure désorganisée tortueuse associée
à une expression et à une synthèse plus importantes des facteurs pro-angiogéniques par rapport aux facteurs anti-
angiogéniques (d’après Jain RK, et al. 2005)
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concernés sont également impliqués dans la régulation de l’orientation axonale : les 
neuropilines qui lient les sémaphorines et le VEGF, les récepteurs tyrosine-kinases Eph liant 
les éphrines, les récepteurs Robo liant Slits, DCC (deleted in colorectal cancer) et UNC5 
(uncoordinated 5) liant tous deux les nétrines.  
Les cellules endothéliales localisées à l’extrémité du bourgeon en migration sécrètent des 
protéases capables de dégrader la matrice extra-cellulaire (MEC) située à leur contact. 
Certaines des protéines dégradées sont utilisées comme support de migration par les cellules 
endothéliales activées. D’autre part, ces cellules sécrètent de nouvelles protéines matricielles 
qui seront également utilisées pour faciliter la migration. Du fait de leur nouvel 
environnement matriciel, les cellules endothéliales activées expriment de nouveaux récepteurs 
à la MEC comme les intégrines ?V. Au niveau du front de migration, les cellules endothéliales 
prolifèrent tandis que celles qui ont migré se différencient et s’organisent en capillaires 
(Figure 5). 
• L’organisation  
Il s’agit de la reconstitution d’un réseau capillaire au contact et à l’intérieur du foyer tumoral. 
Les capillaires néoformés entrent dans une phase de stabilisation qui implique la perte des 
propriétés caractéristiques du phénotype angiogénique et la reconstitution de rapports stables 
entre les cellules endothéliales et leur environnement. Les capillaires se connectent les uns 
aux autres et acquièrent une architecture fonctionnelle. Le recrutement, la différenciation 
locale des péricytes, cellules périvasculaires contractiles d’origine mésenchymateuse,  et leur 
association à la paroi vasculaire permet la stabilisation des vaisseaux néoformés.  
Les réseaux vasculaires tumoraux ont une architecture différente de celle des capillaires 
normaux. La répartition est faite de façon anarchique et leurs arborisations sont irrégulières. 
Les vaisseaux ne sont pas organisés en veinules, artérioles et capillaires mais en un amas mal 
structuré de l’ensemble de ces vaisseaux. (Tableau 8; Figure 4) (Carmeliet et Jain 2000; Jain 
2001). Les réseaux capillaires sont en évolution perpétuelle avec la formation de nouveaux 
bourgeons capillaires fusionnant avec les capillaires préexistants (Dvorak 2002). Dans ces 
territoires instables, les cellules périvasculaires se dissocient ou se raréfient (Morikawa, et al.
2002).  
1) Les mécanismes cellulaires et moléculaires de l’angiogenèse tumorale
L’acteur principal du processus angiogénique est la cellule endothéliale capillaire. Elle doit 
acquérir de manière séquentielle et coordonnée, un ensemble de nouvelles propriétés et de 
1
Production de facteurs 
angiogéniques: VEGF, 
bFGF
tumeur
sécrétion
Liaison aux récepteurs 
des cellules 
endothéliales
Activation des cellules endothéliales
(dégradation de la membrane basale)
Prolifération 
des cellules endothéliales
Migration
des cellules endothéliales
Dégradation de la 
matrice extracellulaire
Formation 
des structures tubulaires
Différenciation 
des cellules endothéliales
Migration péricytes
Stabilisation vasculaire
Figure 5: les principales étapes de l’angiogenèse (d’après The Angiogenesis Foundation)
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nouvelles fonctions indispensables pour effectuer les étapes du processus angiogénique 
(Vandenbunder, et al. 1994) (Figure 5). 
2) Acquisition de nouveaux programmes cellulaires : les principaux gènes responsables
L’acquisition par les cellules endothéliales de nouvelles propriétés, indispensables pour 
effectuer les différentes étapes du processus angiogénique, est régulée par l’induction de 
facteurs de transcription spécifiques, comme la protéine Ets-1(Lelievre, et al. 2001b). Le rôle 
majeur de ce facteur de transcription dans l’angiogenèse a été démontré après la transfection 
sens et antisens de ce gène dans les cellules endothéliales (Iwasaka, et al. 1996). La 
transfection sens d’Ets-1 entraîne un changement phénotypique des cellules endothéliales et 
permet l’acquisition d’un phénotype invasif. Ets-1 est impliqué dans la régulation de gènes 
endothéliaux (Lelievre, et al. 2001a) l’impliquant dans les étapes d’activation, de prolifération 
et de migration des cellules endothéliales dans le processus angiogénique. Ets-1 régule les 
gènes codant pour Tie1 et Tie2, récepteurs de facteurs angiogéniques, les angiopoïétines 1 et 
2, et impliqués tous deux dans le développement vasculaire au cours de l’embryogenèse. Ets-1 
est capable de transactiver le promoteur des gènes correspondant en se fixant sur des 
séquences particulières de liaison à l’ADN. La surexpression d’Ets-1 et sa régulation par HIF-
1? entraînent l’activation du promoteur de l’angiopoïétine-2, antagoniste d’angiopoïétine-1, 
qui joue un rôle dans la déstabilisation des vaisseaux dans l’angiogenèse tumorale pour le 
remodelage du réseau vasculaire (Simon, et al. 2008). Ets-1 intervient également dans la 
régulation des gènes codant pour VEGF-R1 et VEGF-R2. Il semble réguler la transcription du 
gène vegfr1 comme le suggère la corrélation observée entre les expressions de ces deux cibles 
dans les cellules endothéliales microvasculaires de gliomes humains (Valter, et al. 1999). La 
VE-cadhérine, protéine transmembranaire spécifiquement exprimée par les cellules 
endothéliales, permet l’adhérence intercellulaire, favorise l’induction de la perméabilité 
endothéliale par le VEGF (Gavard et Gutkind 2006). La surexpression d’Ets-1 dans les 
cellules endothéliales et fibroblastes de souris induit une surexpression de la VE-cadhérine en 
augmentant l’activité du promoteur de la protéine (Lelievre, et al. 2000). Dans les tumeurs, il 
semblerait que le facteur HIF-2?, exprimé dans les cellules endothéliales fortement 
vascularisées, et Ets-1 participent à la régulation transcriptionnelle de VE-cadhérine dans les 
cellules endothéliales. Cet effet synergique entre HIF-2? et Ets-1 est dû à la liaison de ce 
dernier à l’ADN (Le Bras, et al. 2007). L’expression d’Ets-1 correspond aux zones de 
formation des nouveaux vaisseaux sanguins dans l’embryon et chez l’adulte et son expression 
décroît quand les néovaisseaux se différencient en vaisseaux matures. Le proto-oncogène Ets-
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1 intervient aussi au niveau de la régulation du gène codant pour TIMP 1 (tissue inhibitor of 
metalloproteinase 1) et de la maspine (mammary serine protease inhibitor), tous deux 
inhibiteurs des protéases intervenant dans la dernière étape de l’angiogenèse. 
Les métalloprotéases MMP-1, MMP-3 et MMP-9 ainsi que la sous-unité d’intégrine ?3 sont 
des cibles privilégiées d’Ets-1 (Oda, et al. 1999) montrant son implication dans la régulation 
de l’adhérence cellulaire et de la migration. De plus, la surexpression d’Ets-1 lui confère un 
rôle dans le développement tumoral et l’acquisition des propriétés invasives en favorisant la 
surexpression des protéases responsables de la dégradation matricielle : (a) Dans le cas de 
cellules cancéreuses du col de l’utérus en stimulant la migration, l’invasion et l’ancrage des 
cellules, en augmentant l’expression de l’intégrine ?2 (Hahne, et al. 2005) ; (b) Dans des 
mélanomes en régulant l’expression de MMP1, MMP3, intégrine ?3 et uPA (Rothhammer, et 
al. 2004) ; (c) Dans les tumeurs pancréatiques, l’angiogenèse tumorale est supprimée en 
utilisant un dominant négatif contre Ets-1 qui diminue sa liaison avec l’ADN, entraînant 
également une forte diminution de la croissance tumorale et de l’expression de MMP-1 et 
uPA (Lefter, et al. 2009).  
D’autres facteurs sont impliqués dans cette fonction : les éphrines et leurs récepteurs. 
Caractérisés dans l’orientation neuronale et dans l’interaction cellule-cellule, leurs 
implications dans le processus angiogénique physiologique et tumoral ont été déterminées 
entre autre, lors de l’étude de la surexpression de l’éphrine B2 régulée par le VEGF (Gale, et 
al. 2001). Les éphrines et les récepteurs de la classe B permettent d’orienter les signaux de 
transduction durant la morphogenèse vasculaire afin de faciliter la formation du réseau 
vasculaire et d’établir une microvascularisation organisée de façon asymétrique (Pfaff, et al.
2006) ; elles stimulent les cellules endothéliales afin de leur donner la capacité de proliférer 
(Palmer, et al. 2002). L’éphrine B2, exclusivement présente dans les artérioles et les cellules 
endothéliales angiogéniques, et l’éphrine B4, exprimée dans les veines, sont les plus 
importantes dans ce processus. Chez la souris, l’invalidation des gènes codant pour l’éphrine 
B4 et pour l’éphrine B2 conduisent à une létalité embryonnaire du fait de l’incapacité à 
réaliser un modelage vasculaire correct, l’intégrité des artères et des veines n’étant pas 
respectée (Adams, et al. 1999; Wang, et al. 1998). La surégulation de l’éphrine B2 et la 
suppression de l’éphrine B4 dans l’endothélium artériel sont contrôlés par la voie Notch 
(Heroult, et al. 2006). L’activation de Notch4 est requise pour l’induction par le VEGF de la 
surégulation de l’éphrineB2 et pour la différenciation des cellules endothéliales veineuses 
(Hainaud, et al. 2006).  
classe exemples plage d'activité enzymatique (pH)
protéases à sérines trypsine
chymotrypsine
plasmine pH 7-9
activateur du plasminogène
elastase
cathepsine G
Protéases à cystéines cathepsine B pH 3-8
cathepsine H
cathepsine L
protéases à aspartate pepsine pH 2-7
cathepsine D
métalloprotéases collagénases
matricielles gélatinases
stromélysines pH neutre
MT-MMP
Tableau 9: classification des enzymes impliquées dans la dégradation de la matrice extracellulaire 
plasminogène
Activateurs du 
plasminogène:
uPA, tPA ?-2 antiplasmine
? 2 macroglobuline
plasmine
Inhibiteurs des 
activateurs du 
plasminogène:
PAI-1, PAI-2
procollagénase collagénase
TGF- ?
latent
TGF- ?
actif
Protéines 
de la MEC
Produits de 
dégradation
-             
Figure 6: Représentation du système fibrinolytique
MEC: matrice extracellulaire; uPA: urokinase plasminogen activator; tPA: tissue plasminogen activator; 
PAI: plasminogen activator inhibitor
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Au niveau de l’angiogenèse tumorale, l’inactivation du gène ephA ou le blocage de 
l’activation d’EphA dans des souris engendre la réduction de la taille des tumeurs et de leur 
vascularisation (Brantley-Sieders, et al. 2004). L’éphrine B4 peut agir comme un régulateur 
négatif pour l’angiogenèse des branchements vasculaires en stimulant la formation des 
vaisseaux se trouvant à proximité. L’éphrine B4 va réduire la perméabilité des vaisseaux 
tumoraux en stimulant la voir angiopoïétine1/Tie2 à l’interface des péricytes et de 
l’endothélium (Erber, et al. 2006). L’expression dérégulée de l’éphrine B4 et de l’éphrine B2, 
observée dans de nombreuses tumeurs, entraîne un remodelage anormal des vaisseaux 
tumoraux avec perte de l’identité artérielle et veineuse, comme il l’a été démontré dans le 
sarcome de Kaposi (Masood, et al. 2005) ou les carcinomes hépatocellulaires (Hainaud et al. 
2006).  
Il reste cependant encore beaucoup à apprendre sur les rôles respectifs de ces différents 
facteurs dans le remodelage vasculaire et dans le développement des vaisseaux intra-
tumoraux. 
3) Synthèse et sécrétion d’enzymes
La deuxième phase du processus angiogénique correspond à l’acquisition par les cellules 
endothéliales des propriétés nécessaires à leur migration dans la matrice extracellulaire. 
Schématiquement, les cellules endothéliales situées à l’extrémité du bourgeon endothélial 
synthétisent et sécrètent des enzymes, les protéases, qui leur permettent de dégrader la lame 
basale vasculaire et la MEC normale (Tableau 9). 
La dégradation focale de la lame basale vasculaire implique notamment l’induction de 
l’expression de sérine-protéases activatrices du plasmogène (Pepper 2001) : l’activateur du 
plasminogène de type urokinase (uPA) et de l’activateur tissulaire du plasminogène (tPA) 
(Figure 6). Ils sont tous deux régulés indépendamment par différents facteurs comme les 
hormones ou les cytokines. uPa est sécrété comme protéine soluble et se lie avec une forte 
affinité à uPAR présent sur les cellules endothéliales et permettant la fibrinolyse. L’activation 
du plasminogène, précurseur inactif très abondant, est due à un clivage protéolytique qui 
conduit à la formation de plasmine générant une cascade protéolytique. La plasmine produite 
a une action fibrinolytique propre sur les protéines constitutives de la MEC (laminine, 
collagène IV, fibronectine…) et active aussi certains facteurs de croissance et plusieurs 
formes latentes de métalloprotéases, favorisant ainsi la migration des cellules endothéliales. 
Les sérine-protéases activatrices du plasminogène sont inactivées par des inhibiteurs 
spécifiques tels que les PAI (plasminogen Activator Inhibitor). Une étude a mis en avant le 
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rôle du plasminogène (Plg) dans l’angiogenèse : des souris transgéniques Plg -/- ou uPA -/- 
ont présenté une nette diminution de la formation de nouveaux vaisseaux au niveau de la 
cornée (Oh, et al. 2003). Dans l’angiogenèse tumorale, l’expression d’uPA a été corrélée aux 
capacités d’invasion locale et de dissémination métastatique en raison de son rôle dans la 
dégradation de la MEC, étape clé dans le processus métastatique (Wang 2001).  
Les métalloprotéases matricielles (MMP) jouent également un rôle essentiel dans le 
remodelage vasculaire (Hughes 2008). Ce sont des endoprotéases dont l’activité dépend de la 
présence d’ions zinc au niveau de leur site catalytique. Leur action est indispensable pour 
permettre l’ouverture de la lame basale et la progression des cellules endothéliales dans la 
MEC. Il existe une balance entre l’activation des MMP (par auto-activation ou par activation 
en cascade à partir d’une autre métalloprotéase), et leur inhibition par leurs inhibiteurs 
tissulaires les TIMP. Les métalloprotéases sont sécrétées dans le milieu extracellulaire, à 
l’exception des TM-MMP (transmembrane matrix metalloproteinase) qui sont 
transmembranaires. Les cellules endothéliales synthétisent les MMP-1, MMP-2, MMP-3, 
MMP-9, MMP-14 et TM-MMP-1 sont exprimées par les cellules endothéliales (Pepper 2001).  
4) Synthèse et sécrétion de nouvelles protéines de la matrice  
Simultanément, les cellules endothéliales activées synthétisent et sécrètent de nouvelles 
protéines extracellulaires, comme la fibronectine et les ténascines, qui seront également 
utilisées pour faciliter la migration cellulaire. 
La fibronectine a un domaine amino-terminal capable de lier plusieurs catégories de 
molécules (fibrine, héparine). Un domaine se lie aux collagènes et un autre domaine contribue 
aux interactions cellulaires par son motif RDG, reconnu par les intégrines. Le principal 
récepteur cellulaire de la fibronectine est l’intégrine ?5?1 (Kim, et al. 2000).  
Il a été montré que la forme native de la fibronectine possède deux sites de liaison pour le 
VEGF, capables de promouvoir l’association entre l’intégrine ?5?1 et le récepteur VEGF-R2 
(Wijelath, et al. 2002). Par son association avec le VEGF, la fibronectine et ainsi capable 
d’augmenter les effets du VEGF notamment sur la migration des cellules endothéliales et ce 
par l’intermédiaire des intégrines (Wijelath, et al. 2004).  
Les ténascines appartiennent à une famille de glycoprotéines de la MEC, caractérisée par la 
répétition de sept séquences de type EGF (epidermal growth factor), de domaines fibronectine 
type III (FnIII) et d’un domaine globulaire C-terminal, commun avec le fibrinogène. Cinq 
membres de cette famille de glycoprotéines ont été identifiés : la ténascine-C, la ténascine-R, 
la ténascine-X, la ténascine-X, la ténascine-Y et la ténascine W (Weber, et al. 1998). La 
activateurs fonction
VEGF stimulation de l'angiogenèse et de la perméabilité
adhésion des leucocytes
VEGFR, NRP-1 intégrité angiogénique
signaux de survie
Ang1 et Tie2 stabilisation  des vaisseaux
inhibition de la perméabilité
PDGF-BB et ses recrutement des cellules des muscles lisses
récepteurs
TGF-? et ses récepteurs stimulation de la synthèse de la matrice extracellulaire
FGF, HGF, MCP-1 stimulation de l'angiogenèse
artériogenèse
intégrines ?V?3 , ?V?5 et ?5?1 récepteurs pour les macromolécules de la matrice
et protéinases
VE-cadhérine jonction endothéliales
PECAM (CD31)
éphrines regulation artérielle/ veineuse spécifique
activateurs plasminogène restructuration de la matrice
MMP libération et activation facteurs de croissance
PAI-1 stabilisation vaisseaux naissants
NOS stimulation de l'angiogenèse
COX-2 vasodilatation
cytokines à ELR stimulation de l'angiogenèse
Tableau 10: facteurs ayant une activité pro-angiogénique (d’après Carmeliet P et Jain RK, 2000; 
Vandercappellen J, et al. 2008 )
( CXCL1,2,3,5,6,7,8,12) et CXCR2 expression neutrophiles et de protéases
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ténascine-C se lie au VEGF165 et VEGF189 et stimule la prolifération, l’adhésion et la 
migration des cellules endothéliales (Zagzag, et al. 2002) ; elle joue un rôle essentiel dans le 
développement de l’angiogenèse tumorale (Tanaka, et al. 2004). Une autre étude a mis en 
avant la capacité pour la ténascine-X liée au VEGF d’induire la prolifération des cellules 
endothéliales par activation du VEGF-R1 (Ikuta, et al. 2000).  
Au terme de la migration, les capillaires néoformés entrent dans une phase de stabilisation. 
Cette phase du processus implique la perte des propriétés caractéristiques du phénotype 
angiogénique et la reconstitution de rapports stables entre les cellules endothéliales et leur 
environnement, impliquant notamment les jonctions dépendant de la VE-cadhérine, principale 
protéine des jonctions intercellulaires endothéliales et de ses partenaires intracellulaires 
comme la ?-caténine. Elle aboutit à la réorganisation de la paroi vasculaire, caractérisée par la 
déposition d’une lame basale riche en laminine et en collagène IV et par l’accolement de 
péricytes résultant de la différenciation locale de cellules mésenchymateuses non spécialisées 
(Mattot, et al. 1999).  
Le recrutement des péricytes et des cellules musculaires lisses marque la fin de la phase de 
maturation et entraîne la stabilisation du réseau vasculaire (Gerhardt et Betsholtz 2003). Les 
péricytes inhibent la prolifération et la migration des cellules de la paroi des vaisseaux. Le 
recrutement des péricytes exprimant les récepteurs VEGF-R1 et VEGF-R2 est favorisé par le 
VEGF. Dans un environnement en hypoxie, le VEGF stimule la prolifération des péricytes et 
celle des cellules endothéliales (Yamagishi, et al. 1999).  
D’autres facteurs sont aussi impliqués dans le phénomène de stabilisation. Parmi eux, le 
PDGF exprimé par les cellules endothéliales se lie à son récepteur PDGFR présent sur les 
péricytes qui est primordial pour le recrutement des péricytes par les cellules endothéliales 
(Abramsson, et al. 2003; Bergers, et al. 2003).  
Sous certaines conditions, le VEGF associé au PDGF peut le conduire à adopter un rôle 
négatif sur les péricytes et sur la maturation des vaisseaux (Greenberg, et al. 2008).  
D’autres facteurs peuvent jouer un rôle dans cette étape : (a) l’angiopoïétine-1 par 
l’intermédiaire de son récepteur Tie-2  qui favorise l’interaction des péricytes recrutés avec 
les cellules endothéliales (Sundberg, et al. 2002) ; (b) l’éphrineB2 (Oike, et al. 2002) ; (c) la 
protéine VE-statine ou EGFL7 sécrétée par les cellules endothéliales, elle peut inhiber la 
migration de cellules musculaires lisses et maintenir l’intégrité endothéliale pour permettre la 
réorganisation vasculaire (Campagnolo, et al. 2005; Soncin, et al. 2003).  
gene homologie de séquence localisation chromosome variants taille taille 
ARNm principal (kb) protéine principale (kDa)
VEGF-A 6p23.1 121,145,165* 3,7 21
183*,189*,206* 4,5
VEGF-B 45% d'homologies avec VEGF-A 11q13 167*, 186 1,4 21-30
VEGF-C 30% d'homologies avec VEGF-A165 4q34 2,4 20-21
VEGF-D 61% d'homologies avec VEGF-C Xp22.31 2,2 20-21
31% d'homologies avec VEGF-A165
Tableau 11: localisation chromosomique, homologies de séquence, taille des transcrits et 
des protéines des principaux membres de la famille du VEGF (d’après Tammela T, et al. 2005)
* Peut se lier aux protéoglycanes à sulfate d’héparane
2 3 4 6a5 6b 7a 7b 8b8a
3’UTR5’UTR
VEGF-A206
1
VEGF-A189
6a’
Exon
?
VEGF-A183
VEGF-A145
VEGF-A165
VEGF-A121
Séquence signal
Sites de 
dimérisation
Site de liaison
VEGF-R1
Site de liaison
VEGF-R2
région de 
liaison
à l’héparine
Angiogénique (liaison NP1) ou anti-
angiogénique (non liaison NP1)
?
Figure 7: Protéine et ARNm du VEGF-A
A/ épissage alternatif correspondant aux ARNm codant pour les différents isoformes du VEGF-A
B/ structure de la protéine VEGF-A avec six acides aminés en C-term pouvant être pro- ou anti-angiogénique
(d’après Harper SJ et Bates DO, 2008)
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2. Les facteurs pro-angiogéniques 
Les mécanismes cellulaires et moléculaires que nous venons de rappeler sont induits par 
l’action coordonnée de nombreux facteurs dont nous présenterons ici les principaux exemples 
(Tableau 10).  
1) Le VEGF
a/ Les membres de la famille du VEGF 
Le VEGF (vascular endothelial cell growth factor), glycoprotéine dimérique sécrétée 
d’environ 40 kDa, est considéré aujourd’hui comme le régulateur essentiel des processus 
angiogéniques, qu’ils soient physiologiques ou pathologiques. Le terme VEGF recouvre une 
famille de peptides étroitement apparentés comprenant le VEGF proprement dit ou VEGF-A, 
le PlGF (placenta growth factor) et les VEGF-B, -C, -D et -E (Ferrara, 1996) (Tableau 11). 
Chez l’homme, le gène du VEGF se situe sur le chromosome 6p21.3 et est codé par 8 exons. 
Il existe six isoformes du VEGF résultant d’un épissage alternatif : VEGF121, VEGF145, 
VEGF165, VEGF183, VEGF189 et VEGF206 ils diffèrent par la présence ou l’absence de 
séquences codées au niveau des exons 6 et 7 (Figure 7). VEGF189 et VEGF206 sont 
essentiellement détectés dans la MEC où ils sont stockés par liaison avec les protéoglycanes 
et doivent en être libérés pour être actifs. Le VEGF121 et le VEGF165 sont sécrétés sous forme 
libre dans le milieu extracellulaire. Le VEGF165 ouVEGF-A contribue à la migration des 
cellules endothéliales et à leur survie en induisant l’expression de protéines plasmatiques et 
anti-apoptotiques impliquant des voies de signalisation. Il a aussi un rôle dans la proliférat et 
la migration cellulaire (Bhardwaj, et al. 2005).  
Les autres membres de la famille du VEGF ont des rôles différents du VEGF-A. VEGF-B est 
surtout exprimé au niveau des muscles squelettiques et du myocarde. Il peut former des 
hétérodimères avec VEGF-A (Yoon et Losordo 2003). Le rôle précis de VEGF-B in vivo n’est 
pas bien connu à ce jour mais ce facteur semblerait remplir une fonction au niveau cardiaque : 
lors d’une occlusion de l’artère coronaire gauche, le VEGF-B est surexprimé et permet la 
revascularisation du myocarde ischémique. En son absence, la croissance vasculaire est 
défectueuse au niveau du myocarde. Le VEGF-B a un rôle négligeable dans les autres tissus 
puisque sa perte n’engendre que des modifications mineures lors de la néovascularisation (Li, 
et al. 2008). VEGF-C est activé sous l’action de protéases et  induit la mitogenèse, la 
migration et la survie des cellules endothéliales. Des modèles de souris transgéniques 
(Karkkainen, et al. 2004) ont montré que VEGF-C est un facteur impliqué dans la 
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lymphangiogenèse et que ses effets sont médiés par VEGFR-3. Le rôle essentiel de VEGF-C 
dans la lymphangiogenèse a été confirmé chez l’homme. 
VEGF-D tout comme VEGF-C est activé sous l’action de protéases. Il est impliqué dans la 
prolifération des cellules endothéliales. Il a aussi un potentiel lymphangiogénique. Cependant, 
contrairement aux souris invalidées pour VEGF-C, les souris déficientes en VEGF-D ne 
présentent pas de perte totale des vaisseaux lymphatiques (Baldwin, et al. 2005). Il existe 
deux autres VEGF identifiés respectivement dans le génome du parapoxvirus (VEGF-E) et 
dans le venin de vipères (VEGF-F) ; ils semblent avoir une structure similaire à celle du 
VEGF-A165. PlGF, autre membre de la famille du VEGF, a été identifié initialement dans le 
placenta mais a été retrouvé aussi au niveau du cœur et des poumons. Il semble que PlGF soit 
impliqué dans la croissance des cellules endothéliales ainsi que dans l’angiogenèse en se liant 
à VEGFR-1 (Roy, et al. 2005).  
Les récepteurs spécifiques du VEGF sont au nombre de trois : VEGF-R1 (Flt-1), VEGF-R2 
(KDR ou Flk-1) et VEGF-R3 (Flt-4). Ils appartiennent à la même classe que les récepteurs du 
PDGF et du FGF, la famille des récepteurs tyrosine-kinase (Ferrara, et al. 2003). Ce sont des 
protéines transmembranaires constituées d’un partie extracellulaire organisée en sept 
domaines de type immunoglobuline suivi d’une région transmembranaire et d’une partie 
intracellulaire constituée de domaines à activité tyrosine kinase, précédant la partie C 
terminale (Figure 8). VEGF-R1 et VEGF-R2 sont coexprimés par les cellules endothéliales. 
Leurs effets sont cependant différents : VEGF-R1 stimule la migration cellulaire tandis que 
VEGF-R2 stimule la prolifération cellulaire. 
VEGF-R1, glycoprotéine de 180 kDa, exprimé au niveau des cellules endothéliales, des 
péricytes, des macrophages, a un rôle majeur dans le maintien de l’organisation vasculaire. Il 
est essentiel dans la vasculogenèse : son invalidation entraîne la mort des souris KO au stade 
embryonnaire (Fong, et al. 1999). L’activation de VEGF-R1 entraîne la sécrétion des 
activateurs et des inhibiteurs du plasminogène par les cellules endothéliales, le chimiotactisme 
des monocytes et la sécrétion de métalloprotéases par les cellules musculaires lisses, facteurs 
qui influencent la migration des cellules endothéliales (Landgren, et al. 1998; Olofsson, et al.
1998).  
VEGF-R2 est une protéine de 200 à 230 kDa ayant une forte affinité pour le VEGF. Les voies 
de signalisation impliquant VEGF-R2 et VEGF dans les cellules endothéliales induiront la 
vasodilatation, la migration des cellules endothéliales et la prolifération. L’expression de 
VEGFR-2 est autorégulée par les facteurs de la famille VEGF. L’activité de VEGFR-2 est 
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réduite au niveau des cellules endothéliales des vaisseaux sanguins matures mais est 
augmentée au niveau de l’endothélium des vaisseaux sanguins impliqués dans l’angiogenèse 
(Tammela, et al. 2005).  
VEGF-R3, glycoprotéine de 195 kDa, est exprimée spécifiquement à la surface des cellules 
endothéliales lymphatiques et a pour ligands VEGF-C et VEGF-D. Contrairement aux deux 
autres récepteurs, à la place d’un domaine à immunoglobuline, ce récepteur possède un pont 
disulfure. VEGFR-3 est présent à la surface de l’endothélium durant le développement mais 
au stade adulte, son expression est restreinte aux cellules endothéliales lymphatiques 
(Kaipainen, et al. 1995).  
Le VEGF peut se lier à des récepteurs non spécifiques, les neuropilines 1 (Nrp-1) et 2 (Nrp-2) 
(Neufeld, et al. 1999). Ces protéines ont un rôle dans le développement neuronal et sont 
également impliquées dans l’angiogenèse. Les neuropilines lient les sémaphorines qui sont 
des molécules impliquées dans la guidance neuronale.  Nrp-1 lie aussi VEGF-A, VEGF-B et 
PlGF ; Nrp-2 lie VEGF- C à la place de VEGF-B.  Nrp-1 agit comme co-récepteur stimulant 
les interactions entre VEGF et VEGFR-2 et forme des complexes avec VEGFR-1. Dans des 
souris surexprimant Nrp-1, il a été noté une formation excessive de capillaires et de vaisseaux 
sanguins ainsi que la présence de malformations cardiaques (Kitsukawa, et al. 1995).  
Nrp-2 est également exprimé dans les cellules endothéliales lymphatiques. Le récepteur muté 
entraîne des anomalies dans la formation des capillaires et des petits vaisseaux lymphatiques 
(Yan, et al. 2002). 
 b/ Fonctions du VEGF
Le VEGF exerce un rôle prépondérant dans l’angiogenèse physiologique et pathologique. Le 
VEGF induit la prolifération et la survie des cellules endothéliales, favorise leur migration, et 
augmente la perméabilité des vaisseaux en induisant leur fenestration. L’implication du 
VEGF dans la vasculogenèse est importante puisque la perte d’un allèle dans un modèle de 
souris transgénique par recombinaison homologue entraîne la mort au stade embryonnaire à 
E9,5 (Ferrara 1996).  
L’angiogenèse est activée principalement par les voies établies lors de l’interaction entre le 
VEGF et VEGFR2 (Figure 9). L’expression du VEGF est limitée après l’embryogenèse mais 
est de nouveau stimulée lors de l’angiogenèse physiologique?(Zachary et Gliki 2001).  
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• Perméabilité 
A l’origine, le VEGF avait été nommé VPF pour vascular permeability factor en raison de sa 
capacité à rendre les veinules et les petites veines très perméables aux macromolécules 
circulantes dans le sang et ce en augmentant la formation de fenestrations endothéliales. La 
libération de protéines plasmatiques dans le milieu extravasculaire contribue à transformer la 
matrice périvasculaire normale antiangiogénique en un environnement proangiogénique. 
L’inhibition du VEGF ou de ses récepteurs conduit à une diminution de la perméabilité 
vasculaire dans les tumeurs. En employant un anticorps dirigé contre VEGFR dans des souris 
xénogreffées avec des cellules tumorales d’origine colorectale au niveau du péritoine, il a été 
observé une diminution de la prolifération et de la vascularisation des tumeurs et l’apparition 
d’une ascite (Shaheen, et al. 2001). Les mécanismes mis en jeu dans cette étape feraient appel 
à différentes voies de signalisation : Akt, Erk et PKC. Ils impliqueraient également 
l’endothelial  nitric oxide synthase (eNOS) et les canaux ioniques calciques. Tout ceci a été 
mis en évidence en étudiant l’effet de l’inhibition de ces différentes voies sur la perméabilité 
induite par le VEGF dans les cellules (Aramoto, et al. 2004).  
• Prolifération  
Le VEGF est un mitogène pour les cellules endothéliales. La prolifération cellulaire induite 
par le VEGF, implique VEGFR2 ; elle dépend d’une activation des kinases Erk1/2 mais aussi 
des membres de la voie de signalisation MAPK et c-Jun N-terminal protein kinase (JNK). 
VEGF stimule la phosphorylation de phospholipase C (PLC ?) mais aussi l’activation de 
PKC. La prolifération est aussi possible par l’activation de la voie de signalisation Erk 
stimulée par le VEGF et passant par PKC. En effet, en inhibant la phosphorylation de PKC, il 
y a blocage de l’activation d’Erk induite par VEGF (Gliki, et al. 2001).  
• Migration et invasion  
La dégradation de la membrane basale est nécessaire pour la migration et l’invasion des 
cellules endothéliales qui correspondent à l’étape de l’initiation de l’angiogenèse. Le VEGF 
induit l’expression de plusieurs protéines et enzymes impliqués dans la dégradation incluant 
différentes catégories de métalloprotéases, les collagénases des sérines protéases telles que 
l’urokinase-type plasminogen activator (uPA) et tissue-type plasminogen activator (TTPA). 
L’activation de ces différents composés facilite ainsi la migration et le bourgeonnement des 
cellules endothéliales. A partir de cellules endothéliales rendues perméables (Prager, et al.
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2004), le VEGF lié à VEGFR2, active  pro-uPA ainsi que MMP-2 et par l’intermédiaire du 
récepteur d’uPA, contribue aux étapes d’invasion et de migration des cellules endothéliales 
En parallèle, le VEGF active p38MAPK au niveau des cellules endothéliales et permet la 
réorganisation de l’actine et la migration cellulaire. ?De même, eNOS est nécessaire pour que 
le VEGF induise cette étape (Dimmeler, et al. 2000).  
?
• Survie des cellules endothéliales  
La formation de nouveaux vaisseaux et en maintenir l’intégrité, se fait par l’activation des 
cellules endothéliales résistantes à l’apoptose. Ceci est possible par l’activation par le VEGF 
de la voie de signalisation PI3K et plus particulièrement Akt qui va jouer un rôle anti-
apoptotique ce qui a été démontré dans des HUVEC soumis à l’apoptose et en inhibant 
respectivement Akt ou PI3K ou VEGF (Gerber, et al. 1998). Le concept d’un rôle anti-
apoptotique global du VEGF est conforté par le fait qu’il induit également l’expression de 
Bcl-2, capable d’inhiber l’activation de caspases et d’augmenter l’expression d’inhibitors of 
apoptosis (IAP). 
2) Le FGF-2
Les FGF (fibroblast growth factor) appartiennent à la famille des facteurs de croissance 
capables de se lier à l’héparine. Les FGF-1 et FGF-2 ont été les premiers à être isolés et ont 
été nommés au départ FGF acide et FGF basique. Il existe 22 isoformes du FGF dont les 
poids moléculaires varient entre 18 kDa et 24kDa. Les FGF peuvent se lier avec une forte 
affinité à quatre récepteurs membranaires de genre tyrosine-kinases (FGFR1 à FGFR4).  
 Expérimentalement, le FGF-2 possède des effets angiogéniques proches de ceux du VEGF 
(Presta, et al. 2005). In vivo, le FGF seul peut induire le processus d’angiogenèse dans sa 
totalité (Figure 10).  
Paradoxalement à la réponse induite par le FGF-2 exogène, in vitro ou in vivo, dans le 
processus angiogénique, le rôle du FGF-2 endogène est plus incertain (Murakami et Simons 
2008). En effet, les souris KO pour FGF-2 sont morphologiquement normales (Zhou, et al.
1998) et ne montrent pas de différence au niveau de la néovascularisation en conditions 
hypoxiques (Ozaki, et al. 1998). Les souris transgéniques qui surexpriment FGF-2 ont montré 
une augmentation de la réponse angiogénique après implantation des cellules sur matrigel 
(Fulgham, et al. 1999). L’apparente vascularisation normale dans les souris FGF-2 -/- ou 
double FGF-2-/- et FGF-1 -/- reflète la contribution nécessaire de plusieurs facteurs de 
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croissance dont le VEGF dans le processus d’angiogenèse. Le FGF-2 ne semble donc pas 
indispensable in vivo  où son action pourrait être compensée par des mécanismes redondants. 
Plusieurs études font penser que le FGF-2 induit la néovascularisation indirectement par 
l’activation du VEGF de façon autocrine ou paracrine et en impliquant VEGF-R2 (Seghezzi, 
et al. 1998; Tille, et al. 2001). Un antagoniste de VEGF-R2 inhibe l’angiogenèse induite par 
le VEGF et FGF-2 et ce, in vitro et in vivo. Le FGF-2 exogène et endogène module 
l’expression du VEGF dans les cellules endothéliales. Les effets des deux facteurs pro-
angiogéniques sont synergiques : la prolifération des cellules endothéliales obtenue en 
présence des deux facteurs est supérieure à la prolifération cellulaire induite par chacun des 
facteurs isolés. Les mécanismes d’action sont peu connus. Il semble que le FGF augmente les 
effets du VEGF grâce à la multiplication de ses récepteurs membranaires (Xue et Greisler 
2002).  
3) Les angiopoïétines-1 et-2
Le complexe formé par les récepteurs Tie et les angiopoïétines est impliqué de façon 
importante dans le maintien et le remodelage vasculaire (Augustin, et al. 2009). Les 
récepteurs Tie-1 et Tie-2 sont exprimés par les cellules endothéliales. Ils sont composés d’une 
partie extracellulaire caractérisée par la présence de trois domaines EGF (deux domaines de 
type immunoglobuline et un domaine fibronectine), d’une partie transmembranaire et d’une 
partie intracellulaire à activité tyrosine-kinase (Figure 11). Le récepteur Tie-2 se lie avec la 
même affinité aux ligands angiopoïétines-1 (Ang-1) et angiopoïétine-2 (Ang-2). 
L’Ang-1 est principalement exprimée par les péricytes, les fibroblastes et les cellules 
musculaires lisees (Davis, et al. 1996). La liaison de l’Ang-1 au récepteur Ti-2 entraîne  
l’autophosphorylation du récepteur et favorise la migration et la survie des cellules 
endothéliales (Papapetropoulos, et al. 1999). L’Ang-1 agit sur la stabilisation des capillaires 
néoformés en recrutant les péricytes et en favorisant leurs interactions avec les cellules 
endothéliales (Sato, et al. 1993 ; Suri, et al. 1996).  
L’Ang-2 est exprimée par les cellules endothéliales (Sundberg et al. 2002) mais elle se 
retrouve également dans les grains de stockage appelés corps de Weibel-Palade dans les 
cellules endothéliales et co-localisé avec la glycoprotéine von Willebrand Factor (vWF) 
(Fielder et Augustin, 2006). Elle agit comme un antagoniste d’Ang-1 en bloquant son action 
stabilisatrice sur les capillaires (Maisonpierre, et al. 1997). Ang-2 est capable de déstabiliser 
les interactions établies entre deux cellules endothéliales ou entre les cellules endothéliales et 
les protéines de la MEC, jouant ainsi un rôle pro-angiogénique. Les souris déficientes en Ang-
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2 ont une vascularisation défectueuse. In vivo, Ang-2 a ainsi un rôle pro-angiogénique en 
favorisant le remodelage vasculaire en présence de VEGF ou d’autres facteurs pro-
angiogéniques et un rôle anti-angiogénique en induisant l’apoptose des cellules endothéliales 
en absence de ces différents facteurs (Gale, et al. 2002; Goede, et al. 1998). Récemment, une 
famille de protéines structuralement similaires aux angiopoïétines appelées Angptl 
(angiopoietin-like proteins) a été mise en évidence. Les sept ligands (Angptl-1 à Angptl-7) ne 
se lient qu’au récepteur Tie-2 et régulent l’angiogenèse (Hato, et al. 2008). Ils interviennent 
dans la prolifération, la migration et la formation des tubes capillaires. Les résultats sont 
particulièrement nets pour Angptl-2. Les souris transgéniques Angptl-2 présentent, sous le 
contrôle d’un promoteur spécifique des kératinocytes, une nette augmentation du nombre de 
vaisseaux au niveau du derme alors qu’il n’y a pratiquement aucune différence après 
expression de Angptl-1. 
4) Les nétrines et ses récepteurs
Les nétrines appartiennent à une famille de protéines sécrétées, constituées de trois membres 
montrant des homologies de structures avec certaines chaînes des laminines : les nétrines-1 et 
-3 ont des similitudes avec la chaîne ? et la nétrine-4 avec la chaîne ?. Les nétrines possèdent 
un domaine laminine VI, un domaine formé de trois EGF-like repeats similaire au domaine de 
la laminine V et un domaine C terminal de liaison à l’héparine. Deux autres nétrines existent 
avec des modifications post-traductionnelles de glypiation (GPI : glycosyl-
phosphatidylinositol) les nétrines G1 et G2. Chez les mammifères, il existe six récepteurs 
pour la nétrine-1 réparties en deux sous-classes : les DCC et les néogénines appartenant à la 
superfamille des immunoglobulines sont constituées d’un domaine de répétition 
extracellulaire de la fibronectine de type III associée à des domaines immunoglobulines et 
enfin trois régions intracellulaires qui régulent les interactions lors de l’implication des voies 
de signalisation. La famille des UNC5 (UNC5-A, -B, -C et –D) constitués de récepteurs 
transmembranaires sont composés de deux domaines à immunoglobulines et deux  
ressemblant aux thrombospondines dans la partie extracellulaire. La partie intracellulaire est 
caractérisée par la présence d’un domaine « jonction serrée-5 », d’un domaine de « liaison 
DCC » et un domaine de « mort ».  
L’expression d’UNC5-B a été mise en évidence au niveau de l’endothélium artériel, des 
capillaires et des cellules en extrémité des cellules endothéliales suggérant un rôle de ce 
récepteur au niveau de l’orientation des bourgeons vasculaires. En effet, l’inactivation du 
gène chez la souris donne un embryon léthal associé à une augmentation anormale des 
inhibiteurs fonction
Ang2 antagoniste d'Ang1
TSP-1 et TSP-2 inhibition de la migration endothéliale
de la croissance, de l'adhésion et de la survie
angiostatine suppression de l'angiogenèse tumorale 
endostatine inhibition de la survie et de la migration endothéliale 
vasostatine inhibtion de la croissance endothéliale
TIMPs suppression de l'angiogenèse pathologique
inhibiteurs MMP
IFN-?, -?, -? inhibition de la migration endothéliale
IL-4, IL-12, IL-18 diminution de la régulation de FGFb
prolactine inhibition de FGFb/VEGF
maspine inhibiteur de protéases
canstatine inhibition prolifération, migration endothéliale
Tableau 12: facteurs ayant une activité anti-angiogénique 
(d’après Carmeliet P et Jain RK 2000)
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capillaires dans le système nerveux central (Klagsbrun et Eichmann 2005). Il est fortement 
exprimé lors de l’étape de bourgeonnement, montrant son implication.    
La nétrine-1 impliquée dans l’orientation axonale, joue également un rôle dans l’angiogenèse. 
Cependant, son rôle est controversé. Il est considéré par certains auteurs comme facteur pro-
angiogénique et par d’autres comme facteur anti-angiogénique. Le traitement des « tip cells » 
situées à l’extrémité du bourgeon endothélial par la nétrine-1 induit la rétractation des 
filopodes dans les souris normales par rapport à celles déficientes pour le gène unc5b
suggérant que l’inhibition des ramifications vasculaires par la nétrine-1 est faite via UNC5B 
(Freitas, et al. 2008). La nétrine-1 in vitro stimule la prolifération, la migration et la formation 
de nouveaux capillaires des cellules endothéliales et ce indépendamment des récepteurs 
UNC5B et DCC. La suppression de l’ARNm de la netrine1a chez le zebrafish inhibe le 
développement des vaisseaux. Les nétrines auraient un rôle pro-angiogénique dans le 
développement des vertébrés (Wilson, et al. 2006). La nétrine-1 induit l’angiogenèse sous 
l’action de l’oxyde nitrique in vitro (Nguyen et Cai 2006). Les différentes expressions des 
récepteurs pourraient déterminer le rôle pro ou anti-angiogénique de la nétrine-1. De même, 
suivant les concentrations en nétrine-1, cette protéine agit en tant que facteur anti ou pro-
angiogénique in vitro.    
Néanmoins, in vivo, il a été montré que la surexpression de la nétrine-1 facilite la 
revascularisation après la ligation de l’artère fémorale (Wilson et al. 2006). La nétrine-1 agit 
comme facteur de survie sur les cellules endothéliales en bloquant l’effet pro-apoptotique du 
récepteur UNC5B durant l’angiogenèse. Une balance impliquant la survie des cellules 
endothéliales et l’apoptose doit aider à maintenir l’intégrité des vaisseaux sanguins (Castets, 
et al. 2009). L’effet anti-angiogénique de la nétrine-1 résulte probablement des diverses 
propriétés fonctionnelles du récepteur UNC5B qui possède des effets attractifs et répulsifs sur 
les cellules endothéliales dans le processus angiogénique. 
3. Les facteurs anti-angiogéniques 
A l’état normal, les effets des facteurs pro-angiogéniques sont contre-balancés par ceux des 
facteurs anti-angiogéniques endogènes. La liste des facteurs possédant une activité de type 
anti-angiogénique, parce qu’ils inhibent in vitro la prolifération et la migration des cellules 
endothéliales ou sont capables d’inhiber l’angiogenèse in vivo, est longue (Tableau 12). 
Parmi les nombreux facteurs anti-angiogéniques, nous en  présenterons quelques exemples. 
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Figure 12: Les effets inhibiteurs des thrombospondines sur les cellules endothéliales
A/ TSP-1 en se fixant à CD36 active la kinase p59fyn , p38,JNK ce qui permet la transcription de FasL. FasL se lie à
Fas qui, par l’intermédiaire de caspases, stimule l’apoptose. Le VEGF peut avoir un petit effet inhibiteur sur
l’apoptose et stimule le cycle cellulaire. TSP1/2 augmentent les taux de p21 qui inhibe le cycle cellulaire.
B/Les TSP dans le stroma atténuent le processus angiogénique en activant TGF?, initiant l’apoptose, supprimant
l’activité protéasique et en séquestrant des facteurs de croissance pro-angiogéniques
( d’après Armstrong et Bornstein, 2003; Iruela-Arispe, et al. 2004)
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1) Les thrombospondines  
Il s’agit d’une famille constituée par des glycoprotéines constituées de cinq domaines, 
synthétisées, sécrétées et incorporées dans la MEC de la zone péri-vasculaire (Adams et 
Lawler 2004).  
Les deux membres les mieux connus sont la thrombospondine-1 (TSP-1) et la 
thrombospondine-2 (TSP-2). Toutes deux ont des homologies de structure et ont des fonctions 
similaires. L’expression de TSP-1 dans le tissu adulte est limitée pour la plupart au site de 
remodelage du tissu. Suivant les récepteurs exprimés à la surface de la cellule, la réponse de 
TSP-1 en est déterminée. 
TSP-1 favorise la migration des cellules du muscle lisse et inhibe la migration des cellules 
endothéliales. TSP-1 module la structure de la MEC en se liant aux protéines de la matrice 
tels que la fibronectine et le collagène et en régulant l’activité des MMP et de la plasmine. 
Elle contribue ainsi à la stabilisation des vaisseaux néoformés en bloquant leur migration et en 
facilitant la réorganisation de la lame basale vasculaire normale. 
De nouvelles approches in vitro et in vivo ont été utilisées afin d’identifier les mécanismes par 
lesquels TSP-1 et TSP-2 inhibent l’angiogenèse : (a) inhibition directe de la migration des 
cellules endothéliales ; (b) induction de l’apoptose ; (c) action indirecte sur les facteurs de 
croissance, cytokines et protéinases qui régulent l’angiogenèse. In vivo, TSP-1 supprime 
l’angiogenèse médiée par FGF-2 dans la cornée et inhibe la croissance des vaisseaux sanguins 
(Armstrong et Bornstein 2003). Les expériences in vitro ont montré que la thrombospondine 
module l’adhésion, supprime la migration, inhibe la prolifération et active l’apoptose des 
cellules endothéliales via l’activation de CD36 (Armstrong et Bornstein 2003). Les séquences 
TSR constituants l’un des domaines des thrombospondines (Figure 12), inhibent la migration 
des cellules endothéliales par leurs interactions avec CD36 et avec les intégrines (Short, et al.
2005). L’interaction avec CD36 crée une modulation moins importante de VEGF-R2 et de la 
phosphorylation de p38MAPK induite par le VEGF puisque son action est limitée par TSP-1 
(Primo, et al. 2005). De plus, TSP-1 et TSP-2 inhibent la prolifération des cellules 
endothéliales par l’induction des cellules de mort et par l’arrêt du cycle cellulaire en phase 
G0/G1 (Armstrong, et al. 2002). TSP-1 peut se lier aussi à FGF-2 et HGF les empêchant de 
remplir leur fonction (Margosio, et al. 2003).  
TSP-1 peut aussi inhiber l’activation de pro-MMP9 par MMP3 et restreint ainsi la 
disponibilité de MMP9 actif. Ce blocage limite les protéases actives ayant un effet sur le 
remodelage de la MEC et la migration des cellules endothéliales (Rodriguez-Manzaneque, et 
al. 2001).  
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Curieusement, TSP-1 peut avoir un effet pro-angiogénique qui résulte de sa capacité à 
stimuler le recrutement et la migration des cellules musculaires lisses et des cellules 
inflammatoires (neutrophiles et macrophages) qui libèrent les facteurs pro-angiogéniques. 
Certains oncogènes et gènes suppresseurs de tumeurs régulent l’expression de TSP-1. La 
stimulation de la voie PI3K/Rho et la surexpression de Myc diminueront l’expression de TSP-
1 lui conférant un rôle pro-angiogénique (Watnick, et al. 2003).   
2) L’angiostatine
C’est un fragment du plasminogène de 38 kDa, issu des quatre premiers domaines du 
plasminogène après clivage enzymatique par les activateurs du plasminogène uPA et tPA. 
Les mécanismes d’action anti-angiogénique de l’angiostatine sont peu connus encore à ce 
jour. Cependant, il a été montré que l’angiostatine bloque la croissance tumorale in vivo par 
l’inhibition de la formation de néovaisseaux (O'Reilly, et al. 1994). Elle inhibe également la 
prolifération des cellules endothéliales en diminuant le taux de protéines Cdk5 (cyclin 
dependent kinase) qui est absente sur les cellules endothéliales quiescentes mais induite après 
le traitement par FGF (Sharma, et al. 2004). L’angiostatine se lie également sur les intégrines 
?V?3 (Troyanovsky, et al. 2001). Elle induit aussi l’apoptose après l’inhibition de la synthèse 
de l’ATP (Veitonmaki, et al. 2004).  
L’angiostatine est également capable de se lier à une angiomotine (angiostatin-binding 
protein), qui joue un rôle dans la migration des cellules endothéliales et dans la formation 
tubulaire (Troyanovsky et al. 2001).  
3) Les facteurs anti-angiogéniques dérivant du collagène
L’endostatine est une molécule de 22 kDa issue du clivage de la partie C-terminale du 
collagène XVIII.  
L’endostatine diminue la prolifération des cellules endothéliales en agissant indirectement sur 
les protéines du cycle cellulaire et sur les mécanismes de l’apoptose. In vitro, l’addition 
d’endostatine sur des cellules endothéliales stimulées avec du FGF-2 ou du VEGF, entraîne 
un arrêt des cellules en phase G1, en agissant en particulier sur la synthèse de la cycline D1 
(Hanai, et al. 2002). Des cellules endothéliales ensemencées sur de la fibronectine entrent en 
apoptose lorsqu’elles sont mises en présence d’endostatine (Dhanabal, et al. 1999). Elle 
diminue la migration des cellules endothéliales en jouant un rôle dans plusieurs étapes de la 
migration cellulaire : les interactions intercellulaires, les interactions à la MEC et la 
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dégradation de la MEC par les enzymes matricielles. L’endostatine induit une délocalisation 
et une désorganisation des complexes uPA/uPAR, normalement situés au niveau des points 
focaux d’adhérence et une augmentation des complexes uPA/PAI à la surface des cellules 
endothéliales (Wickstrom, et al. 2001). L’endostatine peut aussi interagir directement avec 
certaines intégrines et diminuer la migration cellulaire. Elle se lie aux intégrines ?5?1, ?V?3 
et ?V?5, récepteurs de la fibronectine et de la vitronectine (Rehn, et al. 2001; Sudhakar, et al.
2003).  
L’endostatine inhibe l’action du VEGF165 et du VEGF121 en se fixant sur les récepteurs 
VEGF-R1 et VEGF-R2 (Kim, et al. 2002). L’endostatine inhibe l’effet pro-angiogénique de 
FGF-2 mais de façon indépendante des récepteurs du FGF-2. 
La restine est un peptide présentant une forte homologie avec l’endostatine, qui correspond à 
un domaine de la partie C-terminale du collagène XV. In vitro, la restine est capable d’inhiber 
la prolifération de cellules endothéliales aortiques bovines et d’induire leur apoptose (Xu, et 
al. 2002). Elle est capable d’inhiber la formation de vaisseaux sanguins induite par le VEGF 
ou le FGF-2 dans les modèles de membrane chorioallantoïdienne de poulet.  
Le collagène IV, un des composants majeurs des membranes basales constitués de six chaînes 
vont, suite au clivage de la partie C-terminale de certaines de ces chaînes données trois 
molécules aux propriétés anti-angiogéniques : la tumstatine issue du clivage de la chaîne ?3, 
la canstatine fragment protéolytique de la chaîne ?2 et l’arrestine qui résulte du clivage de la 
chaîne ?1. 
Ces trois molécules inhibent in vitro la prolifération, la migration et l’organisation en pseudo-
capillaires de cellules endothéliales stimulées par des facteurs pro-angiogéniques, comme le 
VEGF ou le FGF-2. La canstatine et la tumstatine sont aussi capables d’induire l’apoptose des 
cellules endothéliales. La canstatine injectée par voie intrapéritonéale dans un modèle de 
souris immunodéprimées, est capable de diminuer la croissance de tumeurs issues de lignées 
rénales et prostatiques. Les tumeurs issues de souris ayant reçu des injections de canstatine 
ont une plus faible densité vasculaire par rapport aux souris contrôles (Kamphaus, et al.
2000). La tumstatine arrête les cellules en phase G1 du cycle cellulaire et active la caspase-3. 
La tumstatine inhibe un peu moins de la moitié, la synthèse protéique des cellules 
endothéliales alors qu’elle n’a aucune action sur la synthèse protéique des cellules non 
endothéliales (Maeshima, et al. 2002). La tumstatine n’a pas d’action dans un modèle de 
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souris transgéniques dont le gène codant pour l’intégrine ?V?3 a été délété alors que la 
tumstatine inhibe la synthèse protéique de souris normales. 
4) Le VEGF-AXXX b
De même, le VEGF-A va développer une activité anti-angiogénique dû à l’expression 
d’isoformes particuliers obtenus par épissage : les VEGF-AXXXb XXX représentant le nombre 
d’acides aminés (Harper and Bates 2008). LE VEGF165b est généré suite à la sélection du site 
d’épissage distal de l’exon 8, l’exon 8b.  
Le VEGF165 et le VEGF165b différent au niveau des six derniers acides aminés de la partie C 
terminal. L’exon 8a code pour les acides aminés Cys-Asp-Lys-Pro-Arg-Arg et l’exon 8b pour 
Ser-Leu-Thr-Arg-Lys-Asp. Cette différence n’empêche en rien la fixation de la protéine sur 
VEGF-R2 mais, entraînera avec le nouvel isoforme alternatif, une inhibition des sites de 
phosphorylation ne permettant pas l’activation des diverses voies de signalisation. Le 
VEGF165b est capable d’inhiber les différentes étapes du processus angiogénique induites par 
le VEGF165 (Bates, et al. 2002) mais aussi in vivo tant au niveau de la vascularisation, de la 
prolifération des cellules endothéliales que de la croissance tumorale dans les carcinomes du 
côlon par exemple (Rennel, et al. 2008a; Rennel, et al. 2008b). En présence seule du 
VEGF165, la tumeur pourra se développer et avoir une activité angiogénique importante mais 
lors de l’expression du VEGF165b, celle du VEGF165 se trouve diminuée, la croissance de la 
tumeur est plus lente et le nombre de néovaisseaux est moins prépondérant. Le VEGF165b est 
hautement exprimé dans les tumeurs bénignes en comparaison des tumeurs malignes, visible 
dans les tumeurs du rein (Bates et al. 2002), de la prostate (Woolard, et al. 2004) et dans les 
carcinomes du côlon (Varey, et al. 2008). La balance des formes anti- et pro-angiogéniques 
du VEGF semble jouer un rôle important dans la conversion angiogénique.  
4. Rôle de l’angiogenèse dans l’histoire naturelle des tumeurs 
1) L’angiogenèse élément clé de l’histoire naturelle des tumeurs malignes
Ce qui permet à une cellule tumorale de proliférer et de former une tumeur ayant un certain 
volume, c’est sa capacité à obtenir les nutriments dont elle a besoin en détournant à son profit 
les ressources de son hôte à travers l’induction d’une réaction stromale. In vivo, l’apparition 
de cette réaction stromale sous l’influence de facteurs spécifiques synthétisés par les cellules 
tumorales permet à ces dernières de disposer des néovaisseaux indispensables à la continuité 
???
?
du développement tumoral. Les expériences de transplantation tumorales dans des organes 
avasculaires comme la cornée de lapin, ont montré le rôle actif joué par les tumeurs dans la 
formation des nouveaux vaisseaux nécessaires à leurs apports en oxygène et en nutriments. En 
effet, quand les cellules tumorales sont dans une zone avasculaire, elles prolifèrent jusqu’à ce 
que la tumeur atteigne 1mm3 puis restent stables jusqu’à devenir dormantes. En revanche, 
lorsqu’elles sont inoculées dans une zone vascularisée, les cellules tumorales prolifèrent et 
donnent naissance à une tumeur massive et à des métastases (Gimbrone, et al. 1974). Ces 
constatations soulignent l’importance de l’angiogenèse dans la croissance tumorale. Des 
études complémentaires ont été réalisées notamment par l’équipe de Judah Folkman ; ces 
études ont confirmé ce concept et ont contribué à montrer le rôle joué par l’angiogenèse 
tumorale dans l’invasion locale et la dissémination métastatique. L’ensemble de ces travaux 
se sont appuyés sur plusieurs exemples de tumeurs humaines dont le cancer du sein (Gullino 
1977), les mélanomes malins (Erhard, et al. 1997) et les néoplasies cervicales intra-
épithéliales utérines (Dellas, et al. 1997). Dans tous ces modèles, les observations sont 
concordantes : au stade initial de leur développement, les proliférations néoplasiques in situ
sont dépourvues de pouvoir angiogénique. Un certain nombre d’entre elles acquièrent la 
capacité de stimuler le processus de l’angiogenèse. Cette étape est appelée la conversion 
angiogénique. Elle précède le passage au stade invasif défini par l’effraction de la lame 
basale. 
2) Les mécanismes de la conversion angiogénique
La conversion angiogénique traduit la rupture de l’équilibre existant à l’état normal entre les 
facteurs pro-angiogéniques et anti-angiogéniques au profit des facteurs pro-angiogéniques 
(Hanahan et Folkman 1996). Les deux voies pour parvenir à cet état correspondent à la 
sécrétion en excès par les cellules tumorales de facteurs pro-angiogéniques et de la perte de 
facteurs anti-angiogéniques normalement présents dans le tissu où se développe la tumeur. 
La sécrétion en excès par les cellules tumorales de facteurs pro-angiogéniques a été la voie la 
plus explorée. Elle correspond à l’acquisiton d’un phénotype angiogénique qui peut apparaître 
dès les stades précoces de la tumorigenèse (Bouck, et al. 1996). L’induction de nouveaux 
vaisseaux par la tumeur s’effectue selon un mécanisme où les facteurs pro-angiogéniques 
synthétisés en excès et sécrétés par les cellules tumorales agissent sur les cellules 
endothéliales situées à proximité. L’exemple du VEGF a été le mieux étudié dans différentes 
lignées tumorales ou tumeurs : cancer du sein, du poumon, du colon, prostate, glioblastomes 
etc…Il existe moins d’informations sur le profil d’expression des autres facteurs pro-
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angiogéniques dans les tumeurs malignes. L’induction de néovaisseaux peut s’effectuer 
également selon un mécanisme indirect où les cellules tumorales vont, par l’intermédiaire de 
la sécrétion des protéases matricielles digérer les composants de la MEC, libérer les facteurs 
angiogéniques stockés dans la matrice, mais aussi induire l’expression de facteurs 
chémotactiques attirant les fibroblastes, les macrophages et les mastocytes capables à leur tour 
de synthétiser des facteurs pro-angiogéniques.  
La conversion angiogénique peut aussi s’accompagner de la perte de facteurs anti-
angiogéniques normalement exprimés dans le tissu où la tumeur se développe. Nous en 
donnerons un exemple (Almog, et al. 2009). Dans ce travail, des lignées provenant de 
diverses tumeurs humaines (carcinomes du sein, glioblastomes, ostéosarcomes et 
liposarcomes) maintenues au stade de dormance pendant une période prolongée ont été 
inoculées dans des souris. Après une période initiale d’implantation, la croissance rapide des 
cellules tumorales  est accompagnée du développement du processus angiogénique. Une 
analyse transcriptionnelle des mécanismes moléculaires impliqués dans les deux phénomènes 
(dormance et angiogenèse) a été réalisée aux différents stades. Dans ce travail, la conversion 
angiogénique observée a été associée à une diminution de la thrombospondine et à une perte 
d’expression de l’angiomotine sauf dans les lignées provenant de cancers du sein et de 
liposacormes. Ces deux protéines inhibent la migration vasculaire lors de la dormance et 
ensuite ne sont plus ou peu exprimés pour que l’angiogenèse tumorale puisse se produire.  
3) La conversion angiogénique : mécanisme adaptatif ou mécanisme génétiquement 
déterminé ?
L’acquisition d’un pouvoir angiogénique peut constituer une réponse adaptative des cellules 
tumorales à un environnement défavorable. La synthèse et la sécrétion de facteurs 
angiogéniques dont le VEGF, sont stimulées par l’hypoxie (Harris 2002) et par le glucose 
(Shweiki, et al. 1995). Afin de compenser le déficit en oxygène, de nouveaux vaisseaux sont 
constitués afin de permettre l’apport local en oxygène et en nutriments. L’hypoxie active la 
transcription de gènes spécifiques comme les gènes HIF (hypoxia inducible factors) dont les 
produits activent à leur tour la transcription des gènes codant pour des facteurs angiogéniques 
comme le VEGF (Stoeltzing, et al. 2004). Les HIFs sont des protéines hétérodimériques. 
Dans les conditions normales, la sous-unité HIF-1? est reconnue par un complexe à activité 
ubiquitine ligase le VCB-CUL2. Le complexe est constitué de la protéine VHL (von Hippel-
Lindau), l’élongine C, l’élongine B et la Culline 2 (CUL2). La protéine HIF1? est ensuite 
dégradée rapidement par le protéasome. En conditions hypoxiques, HIF-1? est stabilisé et 
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Figure 13: Conséquences de l’hypoxie sur la transcription de gènes cibles et sur le métabolisme du glucose
A/ en présence d’oxygène, HIF-1? interagit avec le complexe VHL qui conduit à sa dégration par le protéasome. En hypoxie, HIF-1? est transloqué
dans le noyau où il interagt avec des co-facteurs afin d’activer la transcription de gènes cibles comme le vegf. (d’après Harris AL,2002)
B/Les tumeurs sont caractérisées par un gradient en oxygène basé sur la distance des cellules tumorales jusqu’aux vaisseaux sanguins fonctionnels.
Les cellules tumorales proches des vaisseaux sont bien oxygénées tandis que les cellules tumorales très distantes des vaisseaux, expriment de fortes
quantités d’HIF-1? qui induit l’expression de protéines notamment GLUT1, les enzymes glycolytiques et de facteurs pro-angiogéniques. Les taux de
lactate produits sont conséquents (d’après Semenza GL, 2008)
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transloqué dans le noyau où il forme un hétérodimère avec HIF-1?. Le complexe ainsi formé 
peut se lier au promoteur du VEGF et l’activer (Pages et Pouyssegur 2005) (Figure 13). 
L’hypoxie augmente également l’expression des récepteurs VEGF-R1 et VEGF-R2 mais 
indépendamment de celle du VEGF. 
Les tumeurs requièrent une source d’énergie métabolique pour croître et proliférer. Le 
transport du glucose et son métabolisme (glycolyse anaérobie) sont essentiels pour la survie 
de la tumeur (Airley et Mobasheri 2007). Le VEGF est fortement exprimé dans un 
environnement avasculaire et hypoxique (Shweiki et al. 1995). En cas d’insuffisance en 
glucose, le taux du VEGF est augmenté de la même façon que le transporteur de glucose 
GLUT1. Ce transporteur est surexprimé dans une majorité de carcinomes (Medina et Owen 
2002) ; cette surexpression dépend de l’action d’HIF-1 par l’intermédiaire de l’oncogène ras 
(Chen, et al. 2001). Le métabolisme du glucose et l’expression du VEGF sont régulées par 
l’expression du facteur HIF-1? (Figure 13) ; dans le cas des adénocarcinomes gastriques 
comme dans de nombreuses autres tumeurs,  une expression importante d’HIF-1? stimule 
l’expression du VEGF ainsi que de GLUT1, ENO1 (énolase1), PGK1 (phosphoglycérate 
kinase1) et LDHA (lactate déshydrogénase A) (Song, et al. 2009).  
La maladie de Von Hippel-Lindau est causée par des altérations du gène VHL, gène 
suppresseur de tumeur en conditions normales. Les tumeurs VHL sont caractérisées par une 
forte vascularisation. Le VEGF n’étant plus régulé négativement par la protéine VHL, il est 
surexprimé induisant une hypervascularisation des tissus. L’inactivation du gène VHL joue un 
rôle important dans l’angiogenèse des tumeurs associées au syndrome VHL 
(hémangioblastomes du centre nerveux central ou CNS hémangioblastomes, 
hémangioblastomes rétiniens, carcinomes rénaux (RCC : renal cell carcinoma et 
phéochromocytomes) (Sano et Horiguchi 2003). Normalement, la protéine VHL interagit 
avec l’activateur transcriptionnel SP1 qui réprime l’activité promotrice du VEGF (Cohen, et 
al. 1999). Le dysfonctionnement de pVHL conduit à l’accumulation du VEGF dans les 
cellules tumorales. Le modèle du cancer du rein en est le meilleur exemple. 
De nombreux médiateurs augmentent l’expression de VEGF parmi lesquels l’EGF, TGF?, 
FGF, TNF?, IL-1 et 6, IGF et les PG E1 et E2 (Claffey, et al. 2001).  
Une autre hypothèse pour expliquer l’apparition d’un pouvoir angiogénique dans certaines 
tumeurs est celle d’un déterminisme génétique. Dans cette hypothèse, la capacité de synthèse 
et de sécrétion de facteurs angiogéniques serait directement ou indirectement liée à la 
survenue d’altérations génétiques additionnelles dans le clone néoplasique. Il existe ainsi dans 
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plusieurs types de tumeurs tels que les adénocarcinomes coliques ou certains 
adénocarcinomes mammaires ou pulmonaires un lien étroit entre p53, la synthèse du VEGF et 
l’angiogenèse (Baba, et al. 1998). Les protéines p53 et p73 ont la capacité d’inhiber la 
transcription du VEGF (Zhang, et al. 2000). Les tumeurs présentant des mutations du gène 
p53 ont des taux d’ARNm codant pour le VEGF plus élevés et une densité vasculaire plus 
importante que les tumeurs dépourvues de mutations au niveau de p53 (Rak, et al. 2002). 
L’activation de certains oncogènes, tel que Ras ou Raf-1, aboutit à l’augmentation de la 
synthèse et/ou de la sécrétion du VEGF. H-ras et K-ras sont impliqués dans la croissance 
tumorale en stimulant la progression et la prolifération cellulaire. Les protéines Ras vont 
stimuler lors de l’angiogenèse, différents facteurs dont le VEGF. K-ras est corrélé à un fort 
taux de VEGF chez des patients ayant un carcinome pancréatique ou un carcinome 
pulmonaire. Un antisens dirigé contre K-ras transfecté dans une lignée tumorale colorectale 
entraîne une diminution de la sécrétion du VEGF (Ross, et al. 2001). Raf-1 joue un rôle dans 
l’angiogenèse tumorale en stimulant la prolifération, l’invasion tumorale et en inhibant 
l’apoptose. Raf-1 augmente l’expression d’HIF-1? et du VEGF dans les tumeurs. Dans des 
lignées tumorales gastriques, un ARNi dirigé contre Raf-1 entraîne une diminution de 
l’expression de ce facteur, d’HIF-1? et du VEGF (Meng, et al. 2005). Ces observations 
suggèrent que des altérations génétiques sont impliquées dans l’acquisition d’un pouvoir 
angiogénique par des cellules tumorales et ce indépendamment de toute réponse adaptative. 
4) Rôle du stroma tumoral dans le processus d’angiogenèse tumorale
Le processus d’angiogenèse tumorale a été longtemps considéré comme le résultat d’un 
dialogue entre cellules tumorales et cellules endothéliales des vaisseaux à proximité. 
Cependant, le stroma tumoral joue également un rôle modulateur dans le processus 
d’angiogenèse tumorale. 
Les protéases présentes dans la matrice extracellulaire ont un rôle essentiel dans le processus 
angiogénique. La notion de balance entre les facteurs pro et antiangiogéniques peut être 
appliquée au système protéolytique extracellulaire. La migration et l’invasion des cellules 
endothéliales s’accompagnent d’une forte protéolyse alors que les inhibiteurs des protéases 
sont surexprimés lors de l’organisation des capillaires et préservent l’intégrité de la matrice. 
Les métalloprotéases libres et transmembranaires sont peu exprimées par les cellules 
endothéliales et les péricytes des tissus normaux. Les métalloprotéases sont surexprimées 
dans plusieurs cancers tels que ceux du sein (MMP-2), du foie (MMP-2, TIMP-2), du colon 
(MMP-7), du pancréas (MMP-7), de l’estomac (MMP-7), du rein (MMP-7). Le VEGF 
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modifie l’expression des MMP sécrétées par les cellules endothéliales en augmentant 
l’expression de MMP-2 et diminue celle de TIMP-1 et TIMP-2 (Lamoreaux, et al. 1998).  
Les fonctions des métalloprotéases sont multiples dans le processus angiogénique (Raffetto et 
Khalil 2008). Notamment, l’augmentation des inhibiteurs des MMP, TIMP-1 et TIMP-2 
diminue la prolifération et la migration des cellules endothéliales (Stetler-Stevenson 2008). 
L’inactivation des métalloprotéases est nécessaire pour la stabilisation des cellules 
endothéliales, l’augmentation de leur adhésion et la reconstitution de la membrane basale 
(Pepper 2001). De même, les métalloprotéases peuvent générer des facteurs anti-
angiogéniques par clivage protéolytique des chaînes de certains collagènes et plasminogènes 
(Rundhaug 2005). MMP-12, MMP-7 et MMP-9 peuvent ainsi bloquer l’angiogenèse en 
convertissant par exemple le plasminogène en angiostatine. La surexpression de MMP-9 dans 
le cancer du sein va augmenter l’angiogenèse tumorale ainsi que sa croissance et favorise la 
formation du complexe VEGF/VEGF-R2. Ces constatations suggèrent que MMP-9 contrôle le 
libération du VEGF dans la matrice extracellulaire (Rundhaug 2005).  
Le stroma tumoral contient aussi d’autres protéases capables d’hydrolyser entre autre la 
fibrine. uPA, uPAR et PAI-1 sont peu ou pas exprimés dans les cellules endothéliales 
quiescentes alors qu’ils le sont fortement lors du processus angiogénique. Les effets du VEGF 
sur la sécrétion de ces protéases varient selon l’origine des cellules endothéliales issues de 
capillaires (Cavallaro, et al. 2001). Les inhibiteurs du plasminogène permettent le maintien de 
l’intégrité de la matrice nécessaire à la formation des tubes capillaires. 
De plus, pour interagir avec les protéines de leur nouvel environnement, les cellules 
endothéliales activées expriment les intégrines ?V?3 et ?V?5 à la surface de la matrice 
extracellulaire. L’intégrine  ?V?3 est capable de fixer directement la MMP-2 permettant ainsi 
de concentrer la protéase au niveau des sites d’invasion et de migration (Brooks, et al. 1996). 
Des antagonistes de l’intégrine ?V?3 bloquent l’angiogenèse induite par différents 
carcinomes et mélanomes en induisant l’apoptose des cellules endothéliales.  
5. Les applications pronostiques 
L’une des applications les plus directes de l’étude de l’angiogenèse en pathologie tumorale a 
été la recherche de nouveaux facteurs pronostiques comme la densité vasculaire intra-
tumorale. 
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1) La densité vasculaire intra-tumorale 
La densité vasculaire est définie par l’identification et le dénombrement de structures 
vasculaires présentes dans une section tissulaire donnée. Ce dénombrement est réalisable par 
méthode immunohistochimique et ce en utilisant des marqueurs endothéliaux susceptibles 
d’être employés sur des sections de tissu inclus en paraffine (Turner, et al. 2003). Les trois 
marqueurs les plus couramment usités sont le CD31, le CD34 et le facteur von Willebrand 
(Pusztaszeri, et al. 2006). Ce dernier est une macromolécule protéique synthétisée par les 
cellules endothéliales et stockée au niveau des corps de Weibel-Palade. Cependant, toutes les 
cellules endothéliales vasculaires n’expriment pas uniformément ce facteur. Il est plus 
fortement exprimé au niveau des cellules endothéliales artérielles et veinulaires que 
capillaires. Il est également retrouvé au niveau du système lymphatique. Les anticorps CD31 
et CD34 sont plus fréquemment utilisés. CD31 reconnaît la protéine PECAM-1 (platelet 
endothelial cell adhesion molecule-1), protéine membranaire localisée au niveau des jonctions 
inter-cellulaires de l’endothélium vasculaire (Newman 1997). Le CD34 correspond à une 
protéine membranaire de type syalomucine. Cette protéine est principalement exprimée par 
les cellules endothéliales capillaires mais peut l’être également par les cellules endothéliales 
artérielles. Elle n’est pas spécifique des cellules endothéliales puisqu’elle est également 
retrouvée à la surface des précurseurs des cellules hématopoïétiques circulantes et de certains  
macrophages (Pusztaszeri et al. 2006).  
Pour dénombrer les vaisseaux intra-tumoraux, plusieurs méthodes ont été décrites :  
(a) mesurer la densité vasculaire maximale (méthode du point chaud) dans la zone du stroma 
ayant le plus grand nombre de vaisseaux ; (b) mesurer la densité vasculaire moyenne en 
comptant le nombre de vaisseaux par unité de surface dans des champs pris au hasard et enfin 
(c) mesurer la surface vasculaire occupée par les vaisseaux dans un nombre représentatif de 
champs. 
2) Expression de marqueurs angiogéniques par les cellules endothéliales bordant les 
vaisseaux intra-tumoraux
Les marqueurs CD31, CD34 et le facteur von Willebrand sont des marqueurs endothéliaux 
généraux. Des marqueurs endothéliaux plus spécifiques du processus angiogénique ont été 
proposés comme le CD105 et les intégrines ?V?3, ?V?5 et ?V?1 (Baluk et McDonald 2008).  
Le CD105 ou endogline, récepteur du TGF?, est exprimé par les cellules endothéliales 
vasculaires et se trouve surexprimé dans les vaisseaux angiogéniques et accumulé 
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préférentiellement dans les tumeurs (Duff, et al. 2003). Cette propriété est aussi utilisée en 
imagerie tumorale à des fins cliniques. 
Les intégrines  ?V?3, ?V?5 et ?V?1 sont considérées comme surexprimées dans les 
vaisseaux sanguins lors du processus angiogénique et en particulier dans les tumeurs. Leur 
distribution au niveau lymphatique n’est pas connue à ce jour.  
Malgré leur intérêt, l’utilisation de ces marqueurs en dehors de la recherche est limitée car 
leur détection n’est possible qu’à partir de tissus congelés. 
3) Expression des facteurs angiogéniques et leurs récepteurs
 a/ Le VEGF et les récepteurs VEGF-R1 et VEGF-R2
La localisation intra-tissulaire du VEGF et de ses récepteurs VEGF-R1 et VEGF-R2 peut être 
effectuée par étude immunohistochimique. De nombreuses études ont montré que la densité 
vasculaire intra-tumorale et l’intensité de l’expression du VEGF sont habituellement 
corrélées, avec quelques exceptions (La Rosa, et al. 2003). Il a été montré une corrélation 
entre une expression élevée du VEGF et la dissémination métastatique et la survie chez des 
patients atteints de cancer du sein (Ghosh, et al. 2008) et ayant un carcinome pancréatique 
(Chung, et al. 2006; Tawada, et al. 2008). L’expression de VEGF-R1 peut être un marqueur 
prédictif de risque de récidives locales et distales dans le cas du cancer du sein (Dales, et al.
2003).  
L’intérêt du dosage plasmatique du VEGF en méthode ELISA a été évalué dans plusieurs 
cancers solides. Le VEGF a été étudié comme facteur pronostique mais aussi comme facteur 
prédictif de réponse au traitement et de récidive tumorale.  
Le taux sérique de VEGF serait un facteur de mauvais pronostic associé au stade tumoral et à 
la survie de patients atteints de cancer du sein (Fox, et al. 2001; Manders, et al. 2002) et 
colorectal (Alabi, et al. 2009; Nakayama, et al. 2002) par exemple. 
b/ Le FGF-2
Chez les patients traités par chirurgie au niveau de leur cancer rénal, a été évaluée par 
immunohistochimie et par la technique du tissue microarray (TMA) la valeur pronostique du 
FGF (Horstmann, et al. 2005). Le taux de bFGF est élevé dans les cancers rénaux par rapport 
au tissu sain et il est plus important dans les métastases versus l’organe confiné. De plus, 
l’expression du FGF est élevée dans la tumeur au niveau du front d’invasion. Dans les cancers 
pulmonaires à non petites cellules, la coexpression du FGF-2 avec VEGF-R3 et PDGF-B 
correspond à un facteur de mauvais pronostic du fait de la forte expression du FGF-2 dans les 
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cellules tumorales (Donnem, et al. 2009). La durée moyenne de survie des patients présentant 
des taux élevés de FGF-2 est significativement plus faible que celle des patients au même 
stade évolutif mais avec un taux faible de FGF-2 (Joensuu, et al. 2002).  
Dans le mélanome malin, l’expression de FGF-2 détectée par immunohistochimie par les 
cellules endothéliales a été corrélée à la densité vasculaire. L’expression de FGF-2 était 
associée à une moindre invasion tumorale et à une plus faible dissémination métastatique 
(Straume et Akslen 2002).  
In vitro, le traitement par chimiothérapie de lignées tumorales rénales et pulmonaires induit 
une augmentation du dosage plasmatique du bFGF alors que celui du VEGF est abaissé 
(Keyes, et al. 2002).  
Une nouvelle piste est représentée par la mesure des cellules endothéliales circulantes. Un 
taux élevé de ces cellules témoignerait d’une forte capacité angiogénique de la tumeur. Il 
serait associé avec un mauvais pronostic et une plus grande agressivité tumorale (Bertolini, et 
al. 2006). Ces données, encore préliminaires, doivent être vérifiées dans des études cliniques 
prospectives. 
6. Les applications thérapeutiques  
L’utilisation des traitements anti-angiogéniques pour lutter contre les cancers repose sur le 
concept que l’inhibition de la formation du réseau vasculaire peut inhiber la croissance 
tumorale et diminuer les risques de dissémination métastatique (Folkman 1998). Idéalement, 
les traitements anti-angiogéniques doivent être efficaces sur le modèle particulier de 
l’angiogenèse tumorale et ne doivent pas affecter les processus physiologiques d’angiogenèse 
comme les phénomènes de cicatrisation. Les avantages théoriques en faveur de l’utilisation 
d’agents anti-angiogéniques dans le traitement des cancers sont multiples. Contrairement aux 
agents anti-tumoraux proprement dits, les molécules anti-angiogéniques ciblent les cellules 
endothéliales, une population cellulaire génétiquement stable, facilement accessible et qui 
n’acquiert pas de résistance aux drogues. 
La compréhension des mécanismes de l’angiogenèse tumorale a permis la mise au point de 
nouvelles stratégies anti-tumorales fondées sur l’inhibition du processus angiogénique. 
Pratiquement toutes les étapes du processus ont servi de cibles pour la mise au point de 
stratégies anti-angiogéniques.  
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L’inhibition du réseau vasculaire peut passer par trois stratégies : l’inhibition de la formation 
des vaisseaux, la destruction des vaisseaux néoformés, et la stabilisation des vaisseaux 
néoformés afin d’améliorer la sensibilité de la tumeur aux agents thérapeutiques 
conventionnels. Jusqu’à présent, la première stratégie a été la plus explorée.  
1) Les premières tentatives thérapeutiques
a/ Les inhibiteurs des métalloprotéases
Le développement d’inhibiteurs des métalloprotéases repose sur l’inhibition de la dégradation 
de la matrice extracellulaire pour bloquer l’invasion et la migration des cellules endothéliales 
et stopper l’angiogenèse. L’implication des métalloprotéases dans la progression tumorale a 
été mise en évidence par les effets de leurs inhibiteurs dans des modèles murins : l’injection 
d’inhibiteurs de métalloprotéases permet la diminution du nombre et de la taille des 
métastases présentes dans des sarcomes développés dans des rats (Hua et Muschel 1996). Les 
inhibiteurs endogènes des métalloprotéases TIMP-1 et TIMP-2 considérés comme les 
premiers inhibiteurs utilisables dans le traitement des tumeurs, ne peuvent être transformés en 
médicament à cause de complications. Ainsi, des composés synthétiques ont été développés.  
Les premiers essais de phase II et III ont montré des effets modestes sur la progression 
tumorale au prix d’effets secondaires non négligeables comme la survenue de polyarthrites 
inflammatoires, complications qui disparaissent après l’arrêt de l’administration des drogues 
par exemple pour le marimastat dans le cancer du poumon non à petites cellules (Wojtowicz-
Praga, et al. 1998). De nouveaux inhibiteurs ont été développés dont les essais sont toujours 
en cours : le néovastat (BMS-275291), le prinomastat (AG3340), le périostat (analogue de la 
doxycycline) et le tanomastat (BAY12-9566). Le néovastat a induit une diminution du volume 
tumoral dans des xénogreffes sous-cutanées de cancer du sein mais au prix d’effets 
secondaires (Falardeau, et al. 2001). Le tanomastat est bien toléré dans le cas de carcinomes 
ovariens mais sans effet clinique notable (Hirte, et al. 2006). Dans le cas du prinomastat, la 
situation est identique avec beaucoup d’effets secondaires et peu d’influence sur l’évolution 
de la tumeur chez les patients ayant un cancer du sein (Heath, et al. 2006). Les premiers 
résultats obtenus sont donc décevants, même en combinaison avec d’autres agents, au risque  
d’augmenter les effets secondaires (Groves, et al. 2006).  
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b/ Le TNP-470
Analogue synthétique d’un angiostatique fungique, la fumagilline, il induit l’apoptose des 
cellules endothéliales. Malgré l’apparition d’effets secondaires lors des essais en phases I et II 
dans différents types de cancers (cancer du rein, du sein, de la prostate..), il est encore utilisé à 
l’heure actuelle dans le développement de stratégies thérapeutiques après avoir été stabilisé de 
façon à prolonger son efficacité (Yasuda, et al. 2009). TNP-470 peut être combiné à la 
chimiothérapie : associé au 5-fluorouracile, il inhibe voire supprime la croissance tumorale et 
inhibe les processus angiogénique et lymphangiogénique dans le modèle du cancer gastrique 
(Nishimura, et al. 2008).  
c/ L’endostatine 
In vitro, l’endostatine inhibe la prolifération et la migration des cellules endothéliales 
(Folkman 2002). Dans des essais cliniques, l’endostatine n’a pas donné de réponse tumorale 
réellement significative dans le cas de patients atteints de cancers métastasés du colon, du 
poumon, du rein, de la prostate, ... De plus, aucune modification significative de la densité 
vasculaire intra-tumorale n’a été observée.  
d/ L’angiostatine
L’angiostatine inhibe la prolifération, la migration et l’organisation des cellules endothéliales 
en pseudocapillaires in vitro (Claesson-Welsh, et al. 1998). In vivo les effets anti-
angiogéniques de l’angiostatine ont été mis en évidence dans le cancer gastrique : inhibition 
de la tumorigenèse, ralentissement de la croissance tumorale et diminution de la densité 
vasculaire tumorale (Wu, et al. 2003). Situation identique dans le cancer pancréatique. 
L’angiostatine est utilisée en phase clinique chez des patients atteints de carcinomes au niveau 
du sein (Molteni, et al. 2006) ou pulmonaires (Kurup, et al. 2006).  
2) Les inhibiteurs du VEGF et de ses récepteurs 
La voie du VEGF constitue une cible majeure pour les approches thérapeutiques. En agissant 
sur le VEGF et les VEGFRs, des effets anti-tumoraux ont été obtenus dans des modèles 
animaux (Tseng, et al. 2002). Des inhibiteurs du VEGF lui-même et des inhibiteurs ciblés de 
ses récepteurs ont été développés pour des applications cliniques. 
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a/ Bevacizumab (Avastin™)
C’est un anticorps monoclonal qui bloque le VEGF et ainsi empêche la liaison à son 
récepteur. Le mécanisme d’action du bevacizumab est complexe et ne se limite pas à 
l’inhibition de l’angiogenèse tumorale, cet agent induit l’apoptose, inhibe la mobilisation des 
cellules endothéliales progénitrices par le VEGF et a un effet vasoconstricteur (Ellis and 
Hicklin 2008). Parmi les différents composés anti-angiogéniques développés, le Bevacizumab 
est employé en tant que traitement adjuvant combiné à la chimiothérapie afin de traiter les 
cancers colorectaux (Ferrara, et al. 2005) mais aussi les cancers du sein (Miller, et al. 2005) et 
du poumon (Sandler, et al. 2006). Une étude en phase III a évalué l’efficacité du bevacizumab 
associé au 5-fluorouracile ou irinotecan ou leucovorine montrant une augmentation de la 
réponse de survie de 10 mois et un taux de réponse proche de 50%  (Hurwitz, et al. 2004). Il 
est souvent associé à l’interféron alpha (IFN ?) pour traiter les cancers rénaux (Escudier, et al.
2007). 
b/ Ranibizumab (Lucentis®)  
Le Ranibizumab est un fragment humanisé d’anticorps monoclonal murin qui lie toutes les 
formes actives du VEGF-A conduisant à l’inhibition de la néovascularisation. Son utilisation 
a été approuvée par la FDA en 2006. Cet inhibiteur est utilisé dans la dégénérescence 
maculaire dûe à l’âge (Hernandez-Pastor, et al. 2008). La dégénérescence maculaire est dûe à 
la propagation de néovaisseaux dans l’espace sous-rétinien, à la prolifération des nouveaux 
vaisseaux stimulée par les facteurs pro-angiogéniques dont le VEGF. En phase III, le 
ranibizumab a entraîné une préservation de l’acuité visuelle (Dadgostar et Waheed 2008).  
c/ Sunitinib (Sutent®)
Le sunitinib ou SU11248 est une petite molécule qui inhibe plusieurs récepteurs tyrosine-
kinases, notamment ceux impliqués dans le processus angiogénique : VEGF-R1, VEGF-R2, 
VEGF-R3 et PDGFRs. En bloquant la transduction du signal, cet agent pourrait inhiber le 
développement tumoral, la survie des cellules tumorales ainsi que l’angiogenèse. La stabilité 
de la molécule est plus importante que celle des anti-VEGF. Le sunitinib a de réels effets 
cliniques en monothérapie dans le cas des cancers du rein où les patients voient leur taux de 
survie augmenter (Chow et Eckhardt 2007). Dans les études pré-cliniques jusqu’à celles de 
phase II, des effets anti-tumoraux importants ont été visibles avec l’inhibition de la croissance 
tumorale et des cas de régression tumorale dans différents cancers, comme ceux du côlon, les 
mélanomes et les cancers rénaux (Chow et Eckhardt 2007).  
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d/ Vatalanib (PTK787/ZK222584) 
Le Vatalanib est une petite molécule inhibant VEGFR-1 et VEGFR-2. A de fortes 
concentrations, il peut bloquer d’autres récepteurs tyrosine-kinases tels que PDGFR et c-KIT 
(Lin, et al. 2002). La molécule a été testée en monothérapie ou combinée à la chimiothérapie 
chez des patients atteints de cancer colorectaux métastatiques (Bergsland 2004; Morgan, et al.
2003). Il a été observé une diminution de la vascularisation tumorale. Le vatalanib induit 
également la réduction du volume tumoral dans les carcinomes thyroïdiens peu différenciés. 
Dans les carcinomes rénaux, le vatalanib donne une réponse partielle chez 5% des patients et 
une réponse mineure chez 15% des patients (Rini et Small 2005). Il a été également évalué 
dans une étude randomisée en association au protocole Fol-Fox2 chez des patients atteints de 
cancer colorectal; l’association était associée à une prolongation de la survie (Kohne C, et al.
2007).   
e/ Sorafenib (Nexavar®)
Le Sorafenib ou BAY 43-9006 est un composé qui inhibe l’activité des récepteurs au VEGF 
(VEGF-R1, VEGF-R2, VEGF-R3) et de PDGFR. Cette petite molécule cible également les 
serine/thréonine kinases RAF : RAF-1 et B-RAF jouant un rôle dans la croissance tumorale et 
l’angiogenèse. Son utilisation a été approuvée par la Food and Drug Administration pour les 
carcinomes des cellules rénales en 2006. Cet agent inhibe la croissance tumorale et réduit la 
vascularisation tumorale suite à l’inhibition du processus angiogénique au sein du carcinome 
des cellules rénales. De même, est associé une augmentation de l’apoptose au sein de ces 
tumeurs et d’un état nécrotique visible dans un certain nombre de cellules (Chang, et al.
2007). Le Sorafenib montre aussi des effets encourageants sur la stabilisation de la maladie 
chez les patients ayant un carcinome hépatocellulaire (Abou-Alfa, et al. 2006; Llovet, et al. 
2008).  
3) Les autres inhibiteurs des récepteurs tyrosine kinase
a/ Gefitinib (Iressa®)
Les récepteurs d’EGF se dimérisent et s’autophosphorylent induisant des signaux de 
transduction via Ras/Raf/MAPK et PI3K/Akt. Le signal engendré par EGFR est impliqué 
dans l’inhibition de l’apoptose, induit la motilité tumorale, et stimule l’expression du VEGF 
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(Petit, et al. 1997). EGFR muté est toujours actif entraînant une amplification du signal et une 
surexpression d’EGFR dans les cancers du sein, du poumon, de l’ovaire et des reins. La 
surexpression d’EGFR est fréquente dans le cancer pulmonaire non à petites cellules (Dancey 
2004).  
Le Gefitinib empêche l’autophosphorylation d’ErbB1. Il arrête le cycle cellulaire en phase G1 
ainsi que l’angiogenèse tumorale (Arteaga et Johnson 2001). Le Gefitinib peut aussi cibler 
ErbB2 dans le cancer du sein (Morris 2002). Cet inhibiteur est approuvé pour le traitement 
des patients atteints d’un cancer pulmonaire à non petites cellules associé à la chimiothérapie. 
Dans une étude de phase II, le taux de réponse obtenue a été de 10% et le profil de survie 
amélioré (Fukuoka, et al. 2003).  
b/ Imatinib (Gleevec®)
L’Imatinib cible bcr-Abl, PDGFR-beta et c-KIT. Donnant une réponse significative en 
inhibant bcr-Abl, l’imatinib a été approuvé pour le traitement de la leucémie myéloïde 
chronique (Capdeville, et al. 2002). La formation de l’oncogène Bcr-Abl résulte de la fusion 
du gène BCR et du gène ACL. Bcr-Abl stimule la prolifération cellulaire, augmente la 
résistance à l’apoptose des cellules progénitrices ou cellules hématopoïétiques engendrant un 
surnombre de cellules myéloïdes. Imatinib inhibe ABL et Bcr-Abl entraînant une inhibition de 
la prolifération des cellules myéloïdes (Druker, et al. 1996). La thérapie par l’imatinib induit 
des réponses majoritairement cytogénétiques chez 65 à 90% des patients ayant une leucémie 
myéloïde après une réponse par l’interféon ? (Kantarjian, et al. 2002). Plusieurs patients 
développent une résistance à l’imatinib de par une mutation de Bcr-Abl (Gorre, et al. 2001). 
Un nouvel agent BMS-354825 se lie à la forme active d’ABL et qui est 15 fois plus résistants 
que l’imatinib (Shah, et al. 2004).  
L’imatinib inhibe aussi c-KIT et PDGFR. La dérégulation de ces deux récepteurs tyrosine 
kinase joue un rôle dans la formation de tumeurs du stroma gastrointestinal (GIST) (Kitamura 
2008). Plusieurs essais cliniques donnent une réponse significative de l’imatinib chez les 
patients atteints d’une GIST avancée (Druker 2004).  
4) Les autres agents inhibiteurs
a/ La thalidomide
C’est un dérivé de l’acide glutamique qui inhibe la prolifération des cellules endothéliales 
induite par le FGF-2 et le VEGF (Gelati, et al. 2003). Ex vivo, la thalidomide est capable de 
diminuer la vascularisation de cornées de lapin (Moreira, et al. 1999). Depuis plusieurs 
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Figure 14: Représentation des voies de signalisation impliquant mTOR
Ce réseau regroupe tout un ensemble de facteurs intermédiaires qui sont impliqués dans la voie PI3K ou celle
impliquant la GTPase Cdc42. En conditions normales, PTEN, LKB1 et le complexe TSC1/2 régulent les actions de
mTOR en l’inhibant mais contribuent à la progression tumorale dans les cancers. ( d’après Law BK, 2005)
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années, elle est utilisée en tant que traitement potentiellement anti-angiogénique et anti-
tumoral dans le myélome avec de bons résultats (Thomas, et al. 2003).  
b/ Rapamycine (sirolimus)  
La rapamycine au haut potentiel fungicide et immunosuppresseur, est un inhibiteur spécifique 
de mTOR.  Cet agent limite l’activation des cdk, inhibe la phosphorylation de la protéine Rb 
et accélère le turnover de la cycline D1, ce qui aboutit à une inhibition de la transition G1/S 
(Panwalkar, et al. 2004). Les tumeurs activent de façon constitutive la voie de signalisation 
PI3K/Akt/mTOR qui est impliquée dans la synthèse protéique, la croissance et la prolifération 
cellulaire et l’angiogenèse. Normalement, les protéines LKB1, PTEN et le complexe 
TSC1/TSC2 peuvent inhiber mTOR (Figure 14) mais leur inactivation au cours de certains 
cancers contribuent à la tumorigenèse.  
mTOR représente une cible thérapeutique importante pour l’inhibition de la croissance 
tumorale. La rapamycine a un effet anti-tumoral marqué dans les gliomes déficient pour 
PTEN en diminuant la phosphorylation de la protéine ribosomale S6 et la prolifération 
tumorale (Cloughesy, et al. 2008). Dans les carcinomes hépatocellulaires, la rapamycine 
ralentit la croissance tumorale et la progression métastatique. La densité vasculaire, les taux 
de VEGF et d’HIF-1? sont réduits (Wang, et al. 2009b). La combinaison rapamycine et 
bevacizumab aurait des effets inhibiteurs synergiques sur le volume tumoral et la prolifération 
cellulaire dans les carcinomes hépatocellulaires et augmenterait la durée de survie (Ong, et al. 
2009). Dans les cancers du sein, la rapamycine ou les rapalogues (analogues de la 
rapamycine : temsirolimus et everolimus) seuls ou combinés à la chimiothérapie ont des effets 
significatifs, y compris sur la durée de survie (Amato, et al. 2009; Mita, et al. 2003; 
Mondesire, et al. 2004).   
c/ L’interféron alpha (IFN?)
Il a été l’un des premiers agents identifiés pour exercer une activité anti-angiogénique en 
inhibant la production du FGF-2 (Singh, et al. 1995). L’IFN ? inhibe in vitro la prolifération 
et la migration des cellules endothéliales et accélère l’organisation de ces dernières en 
pseudocapillaires. Il a été utilisé dans le traitement de nombreuses tumeurs solides comme le 
mélanome métastatique (Eggermont, et al. 2001) et le cancer pulmonaire à petites cellules 
(Ruotsalainen et Mattson 2002). Il réduit la densité microvasculaire et diminue la prolifération 
tumorale dans les adénocarcinomes de la prostate. L’IFN ? peut ainsi réguler la conversion 
angiogénique en agissant sur les différents facteurs et sur les péricytes (Persano, et al. 2009). 
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D’autres dérivés de l’interféron alpha sont employés : l’IFN?2b et l’interféron pégylé. Dans 
des modèles de xénogreffes, l’IFN?2b seul ou combiné à la thalidomide, inhibe l’angiogenèse 
dans des tumeurs d’origine rénale, ovarienne et prostatique. Néanmoins, la combinaison 
engendre un effet synergique sur la diminution du nombre de vaisseaux tumoraux et sur 
l’inhibition du processus angiogénique. L’IFN pégylé est plus efficace que l’IFN? (Bauer, et 
al. 2003).  
5) Perspectives
Les agents anti-angiogéniques visant à traiter les cancers ciblent les cellules endothéliales qui 
sont plus accessibles que les cellules tumorales. De même il est possible d’utiliser ces agents 
seuls ou en combinaison pour différents types de cellules cancéreuses montrant une certaine 
efficacité et de même ils peuvent être associés aux autres stratégies anti-tumorales notamment 
la chimiothérapie, la chirurgie ou la radiothérapie. Les résultats obtenus durant les études 
cliniques sont prometteurs. Néanmoins, pour un grand nombre d’entre eux, ils développent 
des effets secondaires non négligeables et il n’est pas aisé d’évaluer les résultats en prenant en 
considération la densité vasculaire intra-tumorale comme critère du fait de la difficulté à la 
déterminer. D’autres recherches sont donc encore nécessaires. 
D’autres stratégies afin de moduler les caractéristiques du réseau vasculaire sont 
envisageables, comme en témoignent des résultats récents. Nous en donnerons un exemple, 
illustrant les capacités de l’angiotensinogène (AGT). L’angiotensinogène, appartenant à la 
famille des serpines, retarde le processus angiogénique et la croissance tumorale dans un 
modèle de carcinome hépatocellulaire développé chez des souris transgéniques (Vincent, et 
al. 2009). Son action s’expliquerait par l’inhibition du remodelage des sinusoïdes préexistants 
et de leur artériolisation : l’AGT empêcherait le recrutement des vaisseaux préexistants par la 
tumeur.  
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II Angiogenèse associée aux tissus endocrines et aux tumeurs 
endocrines digestives : rôle du VEGF 
1. Angiogenèse associée aux tissus endocrines : rôle du VEGF  
Les tissus endocrines ont la particularité de contenir un réseau vasculaire très dense, formé de 
capillaires bordés par un épithélium fenêtré qui favorise les échanges entre les vaisseaux 
sanguins et les cellules endocrines libérant les hormones et d’autres peptides à travers les 
vaisseaux perméables.  
Les cellules endothéliales associées aux tissus endocrines expriment les marqueurs 
caractéristiques des cellules endothéliales des capillaires continus comme la VE-cadhérine, 
PECAM-1, la sélectine-P, CD34 et le facteur von Willebrand plus faiblement exprimé dans 
les cellules endothéliales des tissus endocrines. Contrairement à d’autres cellules 
endothéliales spécialisées (celles du foie ou de la rate par exemple), les cellules endothéliales 
associées aux tumeurs endocrines ne semblent pas présenter de marqueurs phénotypiques 
spécifiques, avec une exception : les cellules endocrines des capillaires des îlots de 
Langerhans. Deux marqueurs ont en effet été proposés pour cette population : la nestine et la 
néphrine. La nestine, protéine de type VI des filaments intermédiaires, a été initialement 
décrite dans les cellules souches neuronales. La nestine est exprimée dans le pancréas tant 
exocrine qu’endocrine. En effet, la nestine est visible à la périphérie de la zone endocrine et 
absente des acini lors des premiers jours de la vie embryonnaire. Au bout de deux semaines, 
la nestine est retrouvée tant au niveau endocrine qu’exocrine, à 4 semaines, la nestine n’est 
exprimée qu’au niveau endocrine où elle est colocalisée avec le glucagon ; à 8 semaines, la 
nestine est localisée dans les îlots où l’expression de l’insuline est prépondérante (Dorisetty, 
et al. 2008). Dans les tissus normaux, la nestine se retrouve dans les zones très vascularisées 
au fort potentiel angiogénique (cerveau, cœur, vaisseaux sanguins des glomérules) 
(Lachenmayer, et al. 2009). De même, les cellules endothéliales des capillaires embryonnaires 
destinés à la vascularisation des organes en croissance expriment aussi la nestine (Mokry, et 
al. 2004). La néphrine, protéine transmembranaire des cellules d’adhésion appartenant à la 
superfamille des immunoglobulines, peut être également considérée comme un possible 
marqueur. Cette protéine a été initialement décrite dans les podocytes, cellules rénales 
hormones effets sur l'angiogenèse ou la densité vasculaire effets sur le VEGF
ACTH augmentation du processus augmentation dans les cellules cortico-surrénales
TSH augmentation de la prolifération des cellules endothéliales augmentation dans les follicules thyroïdiens et dans les cellules tumorales de la thyroïde
IGF-II augmentation de l'angiogenèse et de la densité vasculaire augmentation dans les hépatomes
insuline augmentation du processus augmentation via HIF-1
PTHrP augmentation de l'angiogenèse et de la densité vasculaire augmentation dans les cellules cortico-surrénales
Tableau 13: effets d’hormones sur l’angiogenèse et le VEGF
(d’après Turner HE, et al. 2003)
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hautement spécialisées qui ont un rôle dans la régulation de la perméabilité glomérulaire. La 
néphrine a été recherchée dans d’autres tissus mais n’a été retrouvée que dans le pancréas 
(Palmen, et al. 2001). Dans le pancréas, la néphrine a été localisée exclusivement dans les 
îlots pancréatiques , où elle est détectée dans les cellules endocrines et dans les cellules 
endothéliales des capillaires des îlots (Zanone, et al. 2005).  
1) Expression du VEGF dans les tissus endocrines normaux
La relation entre la fonction endocrine et l’angiogenèse a été démontrée durant le processus 
angiogénique tel que le cycle menstruel mais aussi lors des processus pathologiques comme la 
régression de la vascularisation de la prostate après castration ou l’augmentation de la 
vascularisation de la thyroïde pendant le développement du goître. Plusieurs hormones 
synthétisées par les glandes endocrines agissent sur l’angiogenèse, la densité vasculaire et la 
production de VEGF (Tableau 13). Les facteurs de croissance angiogéniques sont synthétisés 
et sécrétés par les cellules endocrines normales et augmentent aux stades pathologiques dans 
les glandes endocrines. L’expression des récepteurs correspondant aux facteurs sur les 
cellules endothéliales sont capables d’agir sur la croissance et la fonction des tissus 
endocrines par des mécanismes autocrines ou paracrines. Le facteur considéré le plus 
important dans ce processus est le VEGF.  
Une expression constitutive du VEGF (VEGF-A) a été détectée dans la plupart des cellules 
endocrines de l’organisme, et en particulier dans les cellules endocrines 
gastroentéropancréatiques.  
Dans le tube digestif, le VEGF a été mis en évidence dans les grains de sécrétions des cellules 
G de l’intestin supérieur donc sécrétant de la gastrine et dans aucune autre partie endocrine de 
la muqueuse duodénale ou antrale sécrétant d’autres hormones telles que la somatostatine, la 
sécrétine ou la sérotonine (La Rosa et al. 2003).  
Dans le pancréas endocrine, le VEGF est localisé, de même que l’insuline, dans les grains de 
sécrétion des cellules beta-pancréatiques. Les cellules sécrétant du glucagon et la 
somatostatine n’exprimeraient pas le VEGF.  
D’autres membres de la famille du VEGF ont été détectés dans le pancréas endocrine et le 
tube digestif. Le VEGF-C est localisé au niveau de certaines cellules endocrines du pancréas, 
exprimant le glucagon, situées à la périphérie des îlots de Langerhans et  aussi dans les 
Génotype Phénotype
vegfa +/- embryon léthal à E11-12
développement vasculaire défectueux 
vegfa -/- aggrégats de cellules souches embryonnaires générés
développement vasculaire très défectueux
embryon léthal à E9,5-10,5
vegfb -/- taille du cœur réduite
dysfonctionnement vascularisation coronaires
vegfc +/- hypoplasie lymphatique cutanée
vegfc -/- mort prématurée
perte des vaisseaux lymphatiques
vegfd -/- développement normal
légère réduction du nombre de vaisseaux lymphatiques
vegfr1 (TK)-/- développement normal
suppression de la migration des macrophages par le VEGF
diminution de l'angiogenèse tumorale
vegfr1 -/- embryon léthal à E8,5-9
désorganisation vasculaire
vegfr2 -/- embryon léthal à E8,5-9,5
formation des îlots sanguins et vasculogenèse défectueuses
vegfr3 -/- embryon léthal avant la formation des vaisseaux lymphatiques
restructuration vasculaire défectueuse de l'embryon
nrp1 -/- embryon léthal
régression vasculaire
nrp2 -/- 40% de mortalité avant la naissance
réduction des vaisseaux lymphatiques et capillaires
nrp1 -/-, nrp2 -/- embryon léthal à E8,5
développement vasculaire défectueux 
Tableau 14: Effets des modèles knock-out des différents isoformes du VEGF et de ses
récepteurs sur le développement embryonnaire
(d’après Olsson AK, et al. 2006)
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cellules neuroendocrines du tractus gastro-intestinal. Les cellules exprimant la serotonine et la 
chromogranine A dans le colon expriment également le VEGF-C. VEGF-D est exprimé mais 
de façon très éparse dans quelques cellules endocrines englobant des capillaires sanguins 
(Partanen, et al. 2000) 
2) Expression des récepteurs du VEGF dans les tissus endocrines
Chacun des trois récepteurs du VEGF contribue au processus angiogénique et régule les 
fonctions de la vascularisation par l’intermédiaire du VEGF ou de ses isoformes. Un 
mécanisme paracrine et/ou autocrine suivant la localisation des récepteurs par rapport à la 
situation du VEGF dans les tissus sont engendrés afin d’initier les différents processus. Dans 
les tissus endocrines, sont exprimés VEGF-R1 et VEGF-R2 ; leur distribution est donnée ci-
dessous.   
Dans le pancréas, VEGF-R2 est exprimé dans les capillaires des îlots de Langerhans, dans le 
pancréas exocrine et dans le plexus capillaire péricanalaire. Le taux de VEGF-R2 est plus 
élevé dans les capillaires des îlots que dans les capillaires du tissu exocrine. Il est retrouvé 
dans les artérioles et les veinules des îlots et n’est que faiblement  exprimé dans les gros 
vaisseaux artériels et veineux (Brissova, et al. 2006). VEGF-R1 est présent au niveau des 
cellules endothéliales des îlots de Langerhans (Christofori, et al. 1995). Le VEGF-R3 quant à 
lui, est localisé au niveau du réseau capillaire dès la cinquième-sixième semaine de vie 
embryonnaire. Il n’est pas présent, au contraire de VEGFR2, au niveau de l’endothélium 
pancréatique fenêtré (Partanen et al. 2000).  
2. Expression du VEGF au cours de la différenciation endocrine pendant la vie 
embryonnaire 
 Il a été possible de constater la présence du VEGF dans les différents tissus endocrines au 
cours de leur développement embryonnaire et ce dans le même laps de temps que la 
croissance vasculaire (Tableau 14). 
Le VEGF, dans le cas du pancréas, est exprimé par les cellules endocrines en cours de 
développement à E13,5 (Brissova et al. 2006). A E16,5 débute la morphogenèse des îlots.  
La présence du VEGF a été soulignée au niveau des îlots de Langerhans dès les premiers 
stades de l’embryogenèse (deuxième et troisième trimestre de la vie embryonnaire) (Kuroda, 
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Figure 15: Les composants de la niche vasculaire et ses effets
A/ La niche vasculaire est constituée de cellules endothéliales entourée d’une membrane basale et de péricytes.
Les cellules endothéliales renferment les cellules sanguines et le plasma. Les cellules endothéliales avec les
cellules non vasculaires, créent une niche vasculaire pour différentes cellules.
B/ Les cellules répondant aux signaux, n’appartiennent pas aux tissus polarisés ayant une membrane basale
stable. Sont concernées les cellules épithéliales du bourgeonnement, les cellules ? pancréatiques, les cellules
souches neuronales, les astrocytes, les cellules souches hématopoïétiques et les cellules tumorales métastatiques.
C/ La réponse des cellules à l’intérieur de la niche vasculaire varie suivant les cellules. La niche crée un
environnement permissif qui permet aux différentes cellules de poursuivre leur développement et le processus
de regénération.
D/ quand le VEGF se lie à VEGF-R2 sur les cellules endothéliales, ces cellules migrent vers les cellules beta-
pancréatiques, elles prolifèrent et forment les capillaires. Les cellules endothéliales sécrètent différents
composés de la matrice extracellulaire telles que les laminines et collagène IV. Les laminines se lient aux
intégrines ?6?1 exprimées sur les cellules beta-pancréatiques qui expriment l’insuline et qui prolifèrent et le
collagène IV se lie aux intégrines ?1?1 afin de stimuler la sécrétion d’insuline.
(d’après Nikolova G, et al. 2007)
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et al. 1995). Le VEGF a été également retrouvé dans les cellules endocrines digestives à un 
stade précoce (Dumortier, et al. 1999) et plus précisément lors de la différenciation des 
cellules pancréatiques et intestinales humaines. 
3. Rôle fonctionnel du VEGF dans les tissus endocrines
1) Induction de la vascularisation : l’exemple du pancréas endocrine
La démonstration du rôle du VEGF dans le développement de la vascularisation des îlots 
pancréatiques a été obtenue à travers deux types de modèles : (a) les modèles de biologie du 
développement ; (b) les modèles d’îlots transplantés, utilisés initialement dans une finalité 
thérapeutique, comme une technique de traitement du diabète.  
Les expériences menées en biologie du développement ont démontré que les cellules ?
pancréatiques endocrines requièrent des signaux des cellules endothéliales pour achever leur 
différenciation et remplir leur fonction. La formation du réseau vasculaire se fait au sein d’un 
environnement particulier appelé niche vasculaire. La niche vasculaire a été définie 
(Nikolova, et al. 2007) comme un microenvironnement spécifique généré par les cellules 
endothéliales et capable de modifier le comportement des cellules situées à proximité  (Figure 
15). La membrane basale vasculaire est un des éléments clés de la niche vasculaire dans les 
îlots de Langerhans. En effet, au niveau du pancréas endocrine, la membrane basale dont les 
principaux constituants sont le collagène IV et les laminines (laminines ?4 et ?5), est 
retrouvée uniquement autour des capillaires. Chez les souris possédant le système Pdx-Cre X
VEGFloxP, la perte de cellules endothéliales entraîne la disparition de la membrane basale 
normalement située au contact des cellules endocrines (Nikolova, et al. 2006). Cependant, la 
réduction du nombre de cellules endothéliales n’affecte en rien la membrane basale des acini 
exocrines ni le reste de la matrice des îlots endocrines. Les cellules endocrines pancréatiques, 
au contraire des cellules exocrines, sont donc incapables de constituer une membrane basale 
de façon autonome et utilisent obligatoirement celle élaborée par les cellules endothéliales 
adjacentes. C’est ce que confirme l’absence d’expression des laminines par les cellules ?, 
confirmant ainsi la nécessité pour elles d’utiliser celle formée par les cellules endothéliales 
adjacentes. 
Dans la même étude, une réduction des grains stockant l’insuline et une diminution de 
l’expression de l’insuline ont été notées dans les îlots de Langerhans déficients pour le VEGF 
par rapport aux tissus normaux. Des cellules de la lignée MIN6 (issue d’un insulinome 
développé chez des souris transgéniques) mises en présence d’une membrane basale 
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reconstituée expriment de manière plus importante l’insuline, suggérant ainsi que la 
membrane possède des éléments stimulant cette expression. Ces signaux sont les laminines : 
la laminine ?1, ?4 ou ?5 qui stimulent l’expression du gène de l’insuline. La réponse est 
médiée via les intégrines ? et ? constituant les récepteurs des laminines qui se trouvent à la 
surface des cellules pancréatiques des îlots. Les laminines stimulent également la prolifération 
dans les cellules ? via les intégrines ?. 
Pour rendre compte de ces observations, le modèle suivant a été proposé : les cellules ?
secrètent du VEGF qui attire des cellules endothéliales ; ces cellules élaborent et déposent une 
membrane basale à proximité des cellules ? qui utilisent cette membrane pour proliférer et se 
différencier (Figure 15).  
Les interactions entre protéines de la membrane basale et cellules endocrines se font par 
l’intermédiaire des intégrines ; les héparanes sulfates protéoglycanes (HSPG) autre 
constituant de la membrane, activent des facteurs tels que le VEGF et FGF et ensuite 
engendrer toute la cascade établie ci-dessus.  
Les osbervations faites sur des îlots transplantés confirment dans une large mesure le rôle 
déterminant du VEGF dans l’induction de la vascularisation des îlots. Lors d’une 
transplantation, les îlots perdent leur vascularisation normale et sont dépendants de la 
diffusion des nutriments et de l’oxygène pour fonctionner et vivre. Le VEGF attire les cellules 
endothéliales de la zone recevant le transplant et celles des îlots. Une augmentation de 
l’expression du VEGF dans les îlots accélère la revascularisation et améliore leur survie. La 
densité vasculaire a été doublée et au bout d’un mois de nouveaux vaisseaux sont visibles 
dans le périmètre de la zone transplantée à 7 jours post-transplantation de cellules ? VEGF 
fl/fl. VEGF fl/fl correspond au croisement de souris transgéniques Rip-Cre (Cre recombinase 
est sous le contrôle transcriptionnel du promoteur de l’insuline de rat) et VEGF fl (VEGF 
floxed car le gène du VEGF est « flanqué » au niveau de son exon 3 du site de recombinaison 
Lox).  Lors du croisement, si Cre est actif, le VEGF ne sera pas exprimé dû à la perte de son 
exon 3. Le réseau vasculaire dans les îlots Rip-Cre VEGF fl/fl est réparti de façon homogène 
et identique au contrôle mais la densité vasculaire reste plus faible. 
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2) Régulation de la différenciation endothéliale : maintien de la perméabilité 
vasculaire
La présence de cellules endothéliales fenêtrées est caractéristique des capillaires associés aux 
tissus endocrines (Esser, et al. 1998). Les fenestrations sont formées par fusion des 
membranes respectivement luminales et abluminales, par l’intermédiaire du système 
cavéolaire.  
Depuis la mise en évidence de son expression constitutive dans les cellules endocrines, le 
VEGF a été considéré comme le probable facteur responsable de cette différenciation 
particulière (Maharaj, et al. 2006). Les travaux de Lammert (Lammert, et al. 2003), focalisés 
sur le pancréas endocrine, en ont apporté une démonstration élégante. Le modèle utilisé par 
cet auteur est celui de souris trasngéniques (Pdx-Cre croisées avec VEGFfloxP) où 
l’expression du VEGF peut être inhibée spécifiquement dans les cellules endocrines 
pancréatiques. Dans ces souris, les îlots endocrines se forment mais contiennent très peu de 
capillaires ; leur volume est faible et l’activité fonctionnelle globale du pancréas endocrine est 
basse. De plus, en l’absence de VEGF, la morphologie des capillaires persistants se trouve 
altérée. Les cellules endothéliales sont dépourvues de fenestrations et possèdent des cavéoles 
plus nombreuses que les cellules normales. L’absence de fenestrations endothéliales a des 
conséquences fonctionnelles : elle affecte les capacités de sécrétion hormonale (notamment, 
elle entraîne une diminution de la sécrétion de l’insuline qui est à son tour responsable d’une 
augmentation de la glycémie pouvant conduire au développement d’un diabète de type II).  
La formation de fenestrations endothéliales est induite par le VEGF via le VEGFR2 situé sur 
les cellules endothéliales. D’autres facteurs pourraient être impliqués : l’angiopoïétine, qui 
comme le VEGF, est exprimée à des taux élevés dans les cellules endocrines pancréatiques 
(Brissova et al. 2006) ; la leptine, qui exerce un effet synergique avec le VEGF dans 
l’induction de la formation de fenestrations endothéliales et qui est exprimée dans tous les 
tissus comportant des capillaires fenêtrés (Cao, et al. 2001).  
                        
4. Autres facteurs angiogéniques impliqués dans les tissus endocrines 
1) Les facteurs angiogéniques endocrine-spécifiques
a/ Les prokinéticines  
Les prokinéticines sont deux peptides sécrétés : endocrine-gland derived vascular endothélial 
growth factor (EG-VEGF) ou Prok-1 et mammalian Bv8 (Bombina variegata molecular mass-
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8kDa) ou Prok-2 sécrétés par différents tissus et possédant différents rôles : motilité 
intestinale, angiogenèse dans les glandes stéroïdogéniques et endocrines et tumorigenèse entre 
autre. Ces diverses fonctions biologiques sont engendrées par l’expression liée aux protéines 
G couplées aux deux récepteurs des prokinéticines (PK-R1 et PK-R2) (Ngan et Tam 2008).  
• EG-VEGF 
L’EG-VEGF est un facteur exprimé dans les glandes stéroïdogènes. Il est retrouvé dans les 
ovaires, les cellules de Leydig, la cortico-surrénale, dans le cœur et le tractus intestinal. Son 
expression est induite par l’hypoxie. Ce facteur est impliqué dans la réponse inflammatoire 
dans le placenta mais aussi dans le processus angiogénique de façon semblable au VEGF. 
L’EG-VEGF régule la prolifération et la différenciation de l’endothélium vasculaire. Il induit 
la prolifération, la migration et la fenestration des cellules endothéliales des capillaires 
sanguins des glandes endocrines stéroïdogènes et n’a pas ou peu d’effets dans les autres 
catégories de cellules endothéliales (LeCouter, et al. 2001). EG-VEGF peut se lier à deux 
récepteurs couplés aux protéines G : ZAQ (EG-VEGF/PK-R1) et ISE (EG-VEGF/PK-R2). 
Dans les cellules de l’ovaire exprimant PK-R1 et PK-R2, EG-VEGF augmente 
transitoirement la concentration du calcium intracellulaire et active la voie de p44/42 MAPK 
(Masuda, et al. 2002). Récemment, EG-VEGF a été retrouvé dans les tissus tumoraux 
digestifs : il augmente la prolifération tumorale ainsi que le nombre de métastases dans le foie 
dans le cas du cancer colorectal. La croissance tumorale et l’angiogenèse sont inhibées par 
ajout d’un anti-sens EG-VEGF  prouvant le rôle joué par le facteur au sein du tissu (Goi, et al. 
2004). L’ARNm codant pour EG-VEGF est fortement exprimé dans le tissu pancréatique 
normal, faiblement dans les lignées cellulaires pancréatiques tumorales et dans les îlots. Dans 
les tumeurs endocrines pancréatiques, l’EG-VEGF est fortement exprimé dans les cellules 
stromales des tissus néoplasiques. Le TGF? et le PDGF augmentent sa sécrétion et lui 
permettent de remplir sa fonction par l’intermédiaire de ses récepteurs PK-R1 et PK-R2 
retrouvés sur les cellules endothéliales et non sur les cellules tumorales (Jiang et Zhang 2003; 
Jiang, et al. 2009).  
• Bv8 
Bv8 a été initialement décrit chez les reptiles mais des orthologues du Bv8 existent chez la 
souris, le rat et l’homme. Cette protéine est exprimée dans la cortico-surrénale, les tubes 
séminifères, le cerveau, le cœur et l’intestin. Elle a un rôle dans la sécrétion hormonale, 
l’angiogenèse physiologique et tumorale. Les taux élevés de Bv8 dans les organes lymphoïdes 
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et la moelle osseuse suggèrent une implication dans l’inflammation (LeCouter, et al. 2004; 
Martucci, et al. 2006). Dans le processus angiogénique, Bv8 agit sur la prolifération, la survie 
la migration et la fenestration des capillaires des cellules endothéliales isolés des tissus 
stéroïdogéniques (LeCouter et al. 2001). Au niveau du tube digestif, il est impliqué dans la 
contraction de l’iléon et le relâchement du colon, et intervient  dans la motilité de l’intestin 
(Negri, et al. 2007). Il est aussi présent au niveau de la moelle osseuse et du pancréas et  il est 
considéré comme régulateur de la mobilisation des cellules myéloïdes et médiateur des 
neutrophiles intervenant dans l’angiogenèse tumorale mis en évidence dans le modèle RipTag 
(Shojaei, et al. 2008). Ses récepteurs PK-R1 et PK-R2 sont localisés dans le pancréas et la 
moelle osseuse. Un anticorps dirigé contre Bv8 engendre : (a) une réduction du nombre d’îlots 
angiogéniques, impliquant ainsi cette protéine dans le processus de conversion 
angiogénique pendant la néoplasie; (b) une réduction de la surface vasculaire ; en revanche, il 
n’existe pas d’effet sur la vascularisation tumorale quand l’inhibition est initiée aux stades 
tardifs de la progression tumorale. De même Bv8 intéragit avec les protéoglycanes (héparines 
sulfates) régulant la biodisponibilité de molécules sécrétées telles que le bFGF et le VEGF 
(Klagsbrun 1992).  
b/ L’adrénomédulline
L’adrénomédulline (AM), issue de deux précurseurs : préproadrénomédulline et 
proadrénomédulline, est un peptide isolé d’un phéochromocytome (tumeur endocrine 
développée à partir des cellules chromaffines de la médullo-surrénale). L’AM est un peptide 
hypotensif appartenant à la famille des CGRP (calcitonin gene-related peptide) et de la 
calcitonine. AM a un effet sur la vascularisation en protégeant les cellules endothéliales de 
l’apoptose, en stimulant l’angiogenèse, en intervenant au niveau du tonus vasculaire et de la 
perméabilité, de la coagulation, de la croissance et du remodelage vasculaire (Ribatti, et al.
2005). L’adrénomédulline peut agir sur deux récepteurs AM1 et AM2. L’adrénomédulline et 
ses récepteurs sont exprimés au niveau du cœur, de la rate, du tractus gastrointestinal et des 
glandes endocrines (zone glomérulée de la cortico-surrénale, hypophyse et pancréas). Cette 
protéine a été localisée également dans les grains de sécrétion du pancréas endocrine 
(Martinez, et al. 1996). L’adrénomédulline a des fonctions différentes suivant le 
tissu (Hinson, et al. 2000) : (a) elle inhibe la libération d’ACTH par les cellules 
hypophysaires.; (b) elle inhibe l’activité sécrétrice de la cortico-surrénale ; (c) elle est 
cosécrétée avec les catécholamines dans la médullo-surrénale et ne semble pas réguler la 
libération des catécholamines sauf dans les situations où elle serait fortement exprimée ; (d) 
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l’adrenomédulline inhibe la sécrétion d’insuline par le pancréas endocrine; (e) elle permet la 
fonction sécrétrice et motrice du tractus gastrointestinal. 
Néanmoins, en absence d’adrénomédulline, le processus angiogénique est perturbé en effet, si 
un knockout est réalisé, l’embryon est léthal à E13,5-14 (Shindo, et al. 2001). 
L’adrénomédulline a été impliquée dans certains processus de carcinogenèse comme dans les 
carcinomes pulmonaires non à petites cellules, les glioblastomes, les carcinomes de la 
médullo- et de la cortico-surrénale et ce en favorisant la surexpression du VEGF (Iimuro, et 
al. 2004).  
2) Les hormones peptidiques et les neuropeptides
a/ La substance P  
La substance P appartenant à la famille des tachykinines, est un neuropeptide à action 
vasodilatatrice qui peut induire la libération d’histamine et de sérotonine. Il est retrouvé 
essentiellement dans les fibres nerveuses des couches musculaires du tractus gastrointestinal 
et dans les cellules endocrines de la muqueuse duodénale. Son action est médiée par sa liaison 
à trois récepteurs couplés aux protéines G possibles : avec une forte affinité pour NK1 et 
souvent impliqué dans des pathologies digestives et une plus faible affinité pour NK2 et NK3 
retrouvés dans les muqueuses musculaires ou dans d’autres parties musculaires. La substance 
P est également impliquée dans la réponse inflammatoire et dans la perméabilité vasculaire 
(Harrison et Geppetti 2001). Ce neuropeptide a une action pro-angiogénique en agissant sur 
les cellules endothéliales qui possèdent le récepteur NK1. En effet, la prolifération et la 
migration des cellules endothéliales est stimulée par la substance P via la voie de l’oxyde 
nitrique (NO) (Ziche, et al. 1994). Il a été également démontré qu’elle pouvait induire la 
différenciation des cellules endothéliales. Dans un modèle de cellules endothéliales issues de 
la moelle osseuse, il a été prouvé l’implication de la substance P dans l’augmentation du 
processus via ses récepteurs. Il se retrouve fortement exprimé dans le microenvironnement 
des fibres nerveuses servant à l’innervation des artérioles (Pelletier, et al. 2002). Son action 
pro-angiogénique a été aussi établie dans l’inflammation neurogénique en stimulant les 
mêmes étapes (Seegers, et al. 2003). Un antagoniste de la substance P a été utilisé dans le 
modèle du cancer pancréatique : il diminue la croissance tumorale en inhibant le processus 
d’angiogenèse et en stimulant l’apoptose (Guha, et al. 2005).  
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b/ Le Vasoactive Intestinal Peptide (VIP)  
Il s’agit d’un neuromédiateur ayant des homologies de structure avec la sécrétine et le 
glucagon notamment en sa partie N-terminale. Il peut se lier à trois récepteurs couplés aux 
protéines G : PAC1-R, VPAC1-R et VPAC2-R. Il est retrouvé au niveau du tractus 
gastrointestinal, des fibres nerveuses du pancréas, dans les vaisseaux sanguins mais aussi au 
niveau des neurones. Le VIP intervient dans différents phénomènes dont la réponse 
inflammatoire, il possède un rôle de vasodilatateur, il stimule la libération d’insuline et de 
glucagon mais aussi de prolactine et d’hormones de croissance. In vivo, des études ont montré 
une action pro-angiogénique du VIP : l’injection quotidienne de VIP dans un disque implanté 
dans le tissu sous cutané chez le rat favorise la néovascularisation à forte dose. A des doses 
minimes il n’a pas d’incidence mais quand il est associé à IL-1?, la réponse angiogénique 
ressemble à celle en présence d’importante quantité de VIP (Hu, et al. 1996). In vitro, le VIP 
n’a aucun effet sur la prolifération des cellules endothéliales (Ogasawara, et al. 1999) mais 
agit sur la migration et la différenciation (Marion-Audibert, et al. 2000). Il va également 
augmenter l’expression du VEGF dans le cancer du poumon mais également dans le cancer de 
la prostate via les voies de signalisation PKA, PI3K et ERK1/2. Il engendrera l’angiogenèse 
en agissant sur l’expression du VEGF. Son expression est régulée par l’hypoxie toujours dans 
le cancer de la prostate. VIP augmente la translocation de la sous-unité HIF-1? du cytoplasme 
au noyau. (Collado, et al. 2006).  
c/ Le Neuropeptide Y  
Le neuropeptide Y est un neuromédiateur du système sympathique. Il fait partie de la famille 
de peptides aux fortes homologies où l’on retrouve le peptide YY et le polypeptide 
pancréatique. Il est retrouvé au niveau du système nerveux  où il agit en tant que 
neurotransmetteur libéré des fibres nerveuses. Il peut se lier à différents récepteurs couplés 
aux protéines G, qui sont au nombre de six : Y1-R à Y6-R avec une plus grand affinité 
cependant pour Y1-R, Y2-R et Y5-R. L’une des fonctions physiologiques du neuropeptide Y 
est d’induire la régulation de la pression sanguine. Zukowska-Grojec et al, ont montré que le 
neuropeptide Y stimule la prolifération des cellules vasculaires du muscle lisse au niveau de 
l’aorte de rat et ce par l’intermédiaire de ces récepteurs Y1-R et Y2-R mais aussi qu’à de 
faibles concentrations, il favorise le processus d’angiogenèse in vitro en stimulant l’adhésion, 
la migration, la prolifération de cellules endothéliales et la formation de tubes capillaires. 
L’angiogenèse dans les HUVEC est possible par le neuropeptide Y en privilégiant sa liaison 
avec les récepteurs Y1-R et Y2-R mais aussi  avec Y5-R qui à priori agirait en tant 
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qu’enhancer du processus (Movafagh, et al. 2006). Dans les tumeurs endocrines digestives, 
Y1-R est impliqué dans la prolifération des cellules tumorales et Y2-R dans le processus 
d’angiogenèse (Ruscica, et al. 2007). Dans le pancréas normal, les cellules marquées 
positivement pour la chromogranine A dans l’ensemble des îlots le sont également pour le 
neuropeptide Y. Il en est de même pour le glucagon. Dans les tumeurs endocrines 
pancréatiques, le taux de neuropeptide Y plasmatique est considéré comme marqueur des 
tumeurs neuroendocrines. 
      
d/ La ghréline   
La ghréline est un petit peptide exprimé au niveau de nombreux organes et tissus dont le 
tractus gastrointestinal. La ghréline est retrouvée au niveau de l’estomac, du pancréas, des 
reins, du système cardiovasculaire et des cellules endothéliales des larges vaisseaux lui 
donnant un rôle dans la vasodilatation. La ghréline est le ligand du récepteur GHS-R (growth 
hormone secratagogue receptor) et plus précisément de GHS-R1a. Son rôle dans le processus 
angiogénique est assez ambigu. La ghréline et ses récepteurs sont exprimés par les HUVEC ; 
elle diminue l’activité proliférative des cellules endothéliales et inhibe la formation des tubes 
capillaires. De plus, quand les cellules endothéliales sont en présence de ce peptide et de FGF-
2, la formation des capillaires sanguins est interrompue. La ghréline semble donc avoir un 
effet globalement anti-angiogénique (Conconi, et al. 2004). Cependant, la ghréline qui est 
aussi retrouvée dans les cellules endothéliales microvasculaires, en présence de son récepteur 
GHS-R1, peut activer la prolifération et la migration des cellules endothéliales in vitro (Li, et 
al. 2007).  D’autres études sont nécessaires afin de définir en quelles circonstances et sous 
quels facteurs la ghréline agit en tant qu’agent pro- ou anti-angiogénique.      
e/ La somatostatine 
Il s’agit d’une hormone présente dans le système nerveux central ; elle est également localisée 
dans les cellules delta du pancréas et dans des cellules morphologiquement similaires du tube 
digestif. Il existe deux formes de somatostatine : somatostatine 14 et 28, la première étant 
majoritaire dans le tissu nerveux, le pancréas et les cellules duodénales tandis que la deuxième 
se retrouve majoritairement dans l’estomac et l’iléon. Une fois libérée, la somatostatine agit 
en tant que facteur inhibiteur. Elle empêche le relargage de l’hormone de croissance dans 
l’hypophyse mais aussi de l’insuline, du glucagon et du peptide P dans le pancréas. Elle 
inhibe la libération d’hormones gastrointestinales comme la gastrine, la sécrétine et le VIP. 
Elle inhibe la fonction exocrine pancréatique et ralentit la motilité intestinale. Les effets anti-
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sécrétoires de la somatostatine sont largement utilisés à des fins thérapeutiques (Garcia de la 
Torre, et al. 2002).  
Cinq récepteurs de la somatostatine ont été identifiés : SSTR-1 jusqu’à SSTR-5. Les 
vaisseaux sanguins expriment des taux élevés de SSTR-1 et faibles pour SSTR-2 et SSTR-4. 
Les HUVEC en prolifération expriment préférentiellement SSTR-2 et SSTR-5 ; en condition 
quiescente, SSTR-1 prédomine (Adams, et al. 2005). SSTR-2 est présent en grande quantité 
sur les vaisseaux intra-tumoraux et pourrait représenter une cible thérapeutique. SSTR-2 
médie l’action anti-angiogénique de la somatostatine de façon directe, impliquant l’inhibition 
de la prolifération des cellules endothéliales ou indirecte, par la suppression de la production 
de facteurs de croissance tel que le VEGF (Mentlein, et al. 2001). 
Des analogues de la somatostatine (octréotide, lanréotide, SOM230) ont été développés pour 
être utilisés dans le traitement des tumeurs neuroendocrines digestives entre autre et qui vont 
se fixer de façon spécifique sur les récepteurs de type 2.L’interaction de la somatostatine avec 
SSTR-2 favorise l’apoptose des cellules endothéliales.  
f/ L’insuline
In vitro, l’insuline et l’IGF-1 (insulin like growth factor 1) synthétisés et sécrétés par la 
plupart des tissus, stimulent la migration et l’organisation en pseudocapillaires, des cellules 
endothéliales issues de veines ombilicales humaines (Shigematsu, et al. 1999). L’antagoniste 
d’IGF-1R, récepteur d’IGF, inhibe la néovascularisation dans les cellules vasculaires in vitro 
montrant l’importance de ce facteur dans ce processus. La migration des cellules endothéliales 
induite par l’insuline est bloquée par les inhibiteurs des protéines kinases C, l’organisation des 
cellules endothéliales en pseudocapillaires est diminuée par les inhibiteurs de la voie de 
signalisation passant par les MAPK (Delafontaine, et al. 2004).  
L’insuline est impliquée dans la prolifération et la viabilité des cellules endothéliales. La 
phosphorylation d’Akt et l’expression du VEGF sont une réponse intermédiaire des cellules 
endothéliales en prolifération. Akt est activée pour la survie cellulaire mais cette activation 
n’est pas accompagnée de changements dans l’expression du VEGF.L’insuline active Akt et 
favorise la surexpression du VEGF. Pendant l’angiogenèse, l’activité mitogénique de 
l’endothélium favorise la formation de nouveaux capillaires à partir du réseau capillaire 
existant. L’insuline est impliquée dans un rôle physiologique et pathologique. L’insuline 
stimule la prolifération des cellules endothéliales coïncidant avec l’augmentation du flux 
sanguin et de la viabilité cellulaire. L’insuline en se liant aux récepteurs IR/IGFR stimule la 
voie PI3K, la phosphorylation d’Akt et l’expression du VEGF entraînant l’augmentation de la 
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prolifération et de la survie cellulaire. De même en activant Akt, elle active eNOS, NO et aura 
un rôle sur la vasodilatation. Ces diverses actions montrant le rôle biologique de l’insuline au 
niveau vasculaire (Shrader, et al. 2009). L’insuline agit comme une hormone vasodilatatrice 
au niveau des artères coronaires. Elle stimule le flux sanguin myocardial et diminue la 
résistance vasculaire coronaire (Sundell et Knuuti 2003). L’insuline augmente l’expression 
des ARNm codant pour le VEGF et la vascularisation dans le myocarde via IR et par 
l’activation de la voie PI3K/Akt. L’inhibition de cette voie entraîne la  diminution de 
l’expression du VEGF et de la densité capillaire dans le myocarde (He, et al. 2006). Sous 
hypoxie l’insuline induit l’activation de PI3K, l’expression du VEGF et la néovascularisation. 
L’insuline régule l’expression du VEGF via PI3K et Ras-MAPK dans les cellules aortiques 
(Jiang, et al. 2003).  
g/ La gastrine
C’est une hormone sécrétée par l’estomac mais également par le duodénum et jéjunum. Les 
récepteurs à Ca2+ à la surface des cellules G module la réponse sécrétoire de la gastrine qui 
va entre autre augmenter le taux de calcium. Elle agit sur l’angiogenèse mais de façon 
indirecte, elle va stimuler l’expression de facteurs qui vont activer le processus d’angiogenèse 
(Burkitt, et al. 2009). La gastrine qui se lie au récepteur de la cholécystokinine CCK12 va 
jouer sur la prolifération des cellules dérivées de carcinômes gastriques. De même elle va 
stimuler la sécrétion de Cox-2 qui est associée au développement de la vascularisation des 
tumeurs gastriques via la voie Akt. Enfin, elle augment le taux de métalloprotéases MMP9 par 
l’intermédiaire de la voie MAPK dans les tumeurs endocrines en intervenant dans les étapes 
de migration et d’invasion.  
h/ La sécrétoneurine
La sécrétoneurine est un neuropeptide dérivé de la sécrétogranine II (chromogranine C) 
famille des granines. Il est exprimé dans les tissus nerveux, endocrines et neuroendocrines.  Il 
est retrouvé dans les cellules endocrines de la prostate, dans les cellules beta et alpha des îlots 
de Langerhans, dans les cellules du tractus gastro-intestinal. Il est présent dans les fibres 
nerveuses de l’intestin en interaction avec les vaisseaux sanguins. Il joue aussi un rôle dans la 
réponse inflammatoire. La sécrétoneurine est un neuropeptide angiogénique, qui est connu 
pour stimuler la migration des cellules endothéliales. Dans le modèle de la néovascularisation 
dans la cornée de souris, la sécrétoneurine induit l’angiogenèse en agissant entre autre sur le 
diamètre des veines et des artérioles et leurs longueurs et forme un réseau de capillaires. Il est 
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aussi impliqué dans la formation des tubes capillaires in vitro. La sécrétoneurine stimule la 
prolifération et a un effet anti-apoptotique sur les cellules endothéliales par l’intermédiaire des 
voies de signalisation PI3K et MAPK (Kirchmair, et al. 2004). Malgré l’inhibition du VEGF 
et du FGF, les tubes capillaires sont toujours formés prouvant l’implication du neuropeptide 
dans ce phénomène. De même, l’hypoxie agit sur l’activité angiogénique et sur l’induction de 
la néovascularisation par la sécrétoneurine dans les tumeurs solides ou dans les pathologies 
ischémiques notamment au niveau musculaire (Egger, et al. 2007). In vivo, dans les cellules 
musculaires de souris en ischémie, une augmentation de l’expression de la sécrétoneurine est 
détectable. En neutralisant les taux de sécrétoneurine par un anticorps, la réponse 
angiogénique devient défectueuse et la densité en capillaires diminue. La régulation de 
l’expression de la sécrétoneurine dépend de deux paramètres :  
-de l’hypoxie : son expression est plus importante dans les myoblastes en hypoxie en 
comparaison de ceux en normoxie.  
-du tissu : dans les cellules musculaires lisses, l’hypoxie induit une forte expression du VEGF 
mais pas de la pro-sécrétoneurine. Dans les cellules endothéliales (HUVEC), l’hypoxie 
n’induit pas l’expression des ARNm codant pour la pro-sécrétoneurine. En absence 
d’oxygène, l’expression du neuropeptide est augmentée l’induction étant dépendante d’HIF-
1? et de bFGF. 
5. L’angiogenèse et les tumeurs endocrines digestives 
Les tumeurs endocrines digestives comme la majorité des tumeurs endocrines sont des 
tumeurs hypervascularisées. Ce réseau vasculaire particulièrement dense rappelle celui des 
tissus endocrines normaux. L’importance de la densité vasculaire dans les tumeurs endocrines 
digestives suggère l’existence d’un processus d’angiogenèse tumorale particulièrement actif. 
Les mécanismes mis en jeu impliquent principalement le VEGF produit par les cellules 
tumorales.  
1) Angiogenèse et tumeurs endocrines digestives en pathologie humaine
L’essentiel des données aujourd’hui disponibles dans la littérature concerne les tumeurs 
endocrines pancréatiques primitives. Beaucoup moins d’informations sont disponibles sur les 
localisations digestives proprement dites et sur les localisations métastatiques.  
Les tumeurs endocrines pancréatiques sont connues pour être habituellement 
hypervasculaires. La densité vasculaire y est beaucoup plus élevée que dans les 
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adénocarcinomes. De plus, les vaisseaux sont intimement mêlés à la prolifération tumorale, 
d’une façon qui rappelle ce qui est observé dans les îlots endocrines normaux (Dumortier et 
al. 1999). Ils sont distribués de manière habituellement homogène dans le tissu tumoral, sans 
véritable « hot spot » (point chaud) dans la plupart des cas.  
Si la densité vasculaire est globalement élevée dans les tumeurs endocrines pancréatiques, elle 
est cependant très variable d’un cas à l’autre, avec des différences d’un facteur 10 entre les 
extrêmes. Plusieurs études (Couvelard, et al. 2005; Marion-Audibert, et al. 2003; Takahashi, 
et al. 2007) ont montré que la densité vasculaire était paradoxalement plus élevée dans les 
tumeurs endocrines bénignes que dans les tumeurs endocrines malignes et que, parmi les 
tumeurs malignes, elle était en moyenne plus élevée dans les carcinomes de bas grade de 
malignité que dans les carcinomes de haut grade de malignité. Le comportement de la densité 
vasculaire dans les tumeurs endocrines pancréatiques est donc à l’opposé de ce qui est 
observé dans les adénocarcinomes, où une densité vasculaire élevée est associée à un mauvais 
pronostic, à une plus grande agressivité tumorale et à un risque accru d’invasion locale et de 
dissémination métastatique. Dans le cas des tumeurs endocrines pancréatiques au contraire, la 
densité vasculaire semble corrélée à la différenciation cellulaire plus qu’à l’agressivité 
tumorale.  
En plus des variations quantitatives dans la densité vasculaire, le réseau vasculaire associé aux 
tumeurs endocrines pancréatiques présente également des variations qualitatives. L’étude de 
Takahashi et al.(Takahashi et al. 2007) a montré que dans les formes bénignes, à forte densité 
vasculaire, le réseau intra-tumoral est formé de vaisseaux stables, fins, réguliers, bordés par 
des cellules endothéliales quiescentes. Au contraire, dans les formes malignes, le réseau 
vasculaire intra-tumoral est formé de vaisseaux souvent irréguliers, anormalement 
perméables, bordés par des cellules endothéliales activées, avec un index de prolifération 
mesurable.  
2) Rôle du VEGF
Compte tenu de son rôle important dans l’induction et la différenciation du réseau vasculaire 
associé aux tissus endocrines normaux, comme les îlots pancréatiques, il est important 
d’évaluer le rôle du VEGF dans l’angiogenèse associée aux tumeurs endocrines.  
Il a été vérifié que les tumeurs endocrines pancréatiques et digestives en général expriment le 
VEGF (Terris, et al. 1998). Toutefois, dans les tumeurs endocrines pancréatiques, 
l’expression est variable. Elle est globalement plus élevée dans les formes bien différenciées, 
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à forte densité vasculaire que dans les formes peu différenciées, à plus faible densité 
vasculaire (Couvelard, et al. 2005). Cependant, dans plusieurs études (La Rosa et al. 2003; 
Marion-Audibert et al. 2003; Takahashi et al. 2007), il n’a pas été retrouvé de corrélation 
étroite entre les taux apparents de VEGF et la densité vasculaire intra-tumorale, ce qui 
suggère que d’autres facteurs pourraient moduler l’action du VEGF sur le processus 
angiogénique.  
Comme pour la densité vasculaire, il semble donc exister un lien entre expression de VEGF et 
différenciation tumorale, ce qui corrèle bien avec le fait que l’expression du VEGF fait partie 
du programme de différenciation endocrine.  
3) Rôle de l’hypoxie
Comme nous l’avons évoqué dans le chapitre consacré aux mécanismes généraux de 
l’angiogenèse, l’hypoxie est considérée comme un des principaux déterminants de la 
conversion angiogénique dans les tumeurs malignes. Qu’en est-il dans les tumeurs endocrines 
pancréatiques ? 
Le premier point est d’établir la fréquence et l’importance de l’hypoxie dans ces tumeurs. Il 
n’est pas surprenant de constater que les tumeurs endocrines pancréatiques bénignes, à faible 
activité proliférative, à forte densité vasculaire, ne présentent habituellement pas de signes 
directs (apoptose, nécrose) ou indirects (expression de l’anhydrase carbonique IX) d’hypoxie. 
En revanche, certaines tumeurs endocrines malignes, à forte activité proliférative, présentent 
des signes directs ou indirects d’hypoxie (Couvelard et al. 2005). L’hypoxie ne peut donc 
expliquer la forte densité vasculaire observée dans les tumeurs bénignes bien différenciées 
mais pourrait contribuer à l’induction d’un processus angiogénique dans les formes malignes 
plus agressives.  
Le deuxième point est d’analyser la transmission du signal hypoxique dans les cellules 
endocrines néoplasiques. Des travaux récents (Couvelard, et al. 2008; Couvelard et al. 2005) 
ont apporté des données nouvelles sur cette question et suggèrent que les cellules endocrines 
pancréatiques pourraient présenter des caractéristiques particulières. Dans le pancréas normal, 
HIF-1? est retrouvée dans les cellules endocrines au niveau cytoplasmique. Les tumeurs 
endocrines digestives expriment de forts taux d’HIF-1? cytoplasmique mais aussi de faibles 
taux d’HIF-1? nucléaire.  De plus, l’expression d’HIF-1? cytoplasmique est plus élevée dans 
les tumeurs bien différenciées bénignes à forte densité vasculaire que dans les tumeurs peu 
différenciées avec une plus faible densité vasculaire. A l’inverse, l’expression d’HIF-1?
nucléaire est plus élevée dans les lésions malignes que dans les tumeurs bénignes. La présence 
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d’HIF-1? nucléaire est particulièrement forte dans les tumeurs peu différenciées avec un fort 
index de prolifération et une faible densité vasculaire. Un point important est que l’expression 
de HIF-1? n’est pas restreinte aux zones d’hypoxie, mais là encore, se comporte comme un 
marqueur associé à la différenciation cellulaire.  
Des travaux plus récents ont approfondi la régulation de la voie HIF dans les tumeurs 
endocrines pancréatiques, à travers l’étude de l’expression immunohistochimique des prolyl 
hydroxylase domain proteins (PHD)-1, PHD-2, PHD-3 et de asparaginyl hydroxylase factor-
inhibiting HIF (FIH) dans une série de tumeurs endocrines pancréatiques (Couvelard et al.
2008). PHD-1, PHD-2, PHD-3 et FIH sont considérés comme des détecteurs cellulaires 
d’oxygène régulant directement l’activité transcriptionnelle du complexe HIF-1 en réponse 
aux changements des taux d’oxygène. L’hydroxylation des résidus proline par les trois 
isoformes PHD conduit à une dégradation par le protéasome d’HIF-1, tandis que 
l’hydroxylation des résidus asparagine par FIH entraîne une réduction de l’activité 
transcriptionnelle d’HIF-1. PHD-1, PHD-2, PHD-3 et FIH sont retrouvés tant au niveau 
cytoplasmique que nucléaire. Leur expression au niveau cytoplasmique est corrélée à la 
malignité de la tumeur : un fort index de prolifération, présence de métastases, une faible 
densité vasculaire. Ils vont ainsi favoriser la dégradation d’HIF-1? cytoplasmique dans les 
tumeurs endocrines pancréatiques agressives. Leur expression nucléaire, sauf pour FIH, est 
associée à  un index de prolifération élevé et à des signes de malignité. Divers travaux ont 
montré que PHD-2 pouvait être le principal détecteur d’oxygène cellulaire. L’expression et la 
translocation nucléaire de PHD-2 sont associées aux carcinomes peu différenciés et 
prolifératifs. L’expression nucléaire de PHD-2 augmente dans les tumeurs endocrines 
pancréatiques agressives de haut grade. PHD-2 pourrait avoir une fonction dans la régulation 
de la prolifération cellulaire et la différenciation tumorale. Il est connu que PDH-2 maintient 
HIF-1? à des taux faibles en conditions normoxiques or l’expression d’HIF-1? nucléaire est 
également lié à un mauvais pronostic dans les tumeurs. PHD-2 n’est donc pas suffisant pour 
la régulation d’HIF-1? dans les tumeurs endocrines digestives. Ces résultats apportent des 
informations supplémentaires caractéristiques des tumeurs endocrines en hypoxie. 
4)Angiogenèse et tumeurs endocrines digestives : l’apport des modèles 
expérimentaux animaux
Afin de comprendre les mécanismes mis en jeu dans l’angiogenèse associée aux tumeurs 
endocrines, différents modèles expérimentaux ont été développés.  
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Le premier modèle a apporté de nombreuses informations sur l’angiogenèse associée aux 
tumeurs endocrines pancréatiques. Il s’agit de souris transgéniques qui expriment l’antigène T 
de SV40 dit Tag dans les cellules ? pancréatiques endocrines (Hanahan 1985). Le promoteur 
du gène codant pour l’insuline de rat permet la transcription du gène codant pour l’antigène T 
d’où son nom RIP-Tag. Les cellules endocrines vont ainsi toutes exprimer l’oncogène Tag 
tout en conservant une apparence normale et un index de prolifération faible. Cette étape sera 
suivie d’une augmentation de la prolifération des cellules ? des îlots entraînant ainsi le 
développement d’insulinômes chez les souris. Ces tumeurs endocrines pancréatiques 
apparaissent à l’âge de 12 semaines. Environ la moitié des îlots de Langerhans seront 
considérés comme  hyperplasiques. Certains d’entre eux vont développer une importante 
vascularisation ; dans ces lésions, la taille des cellules endocrines et la densité en cellules ?
seront augmentées. Au final, 1 à 2% des îlots seront susceptibles de donner naissance à une 
tumeur « maligne », localement invasive. La conversion angiogénique est visible pendant les 
étapes qui précèdent l’apparition de la tumeur invasive. Il existe une étape intermédiaire entre 
l’état hyperplasique et néoplasique correspondant à l’apparition des îlots dits angiogéniques, 
capables de stimuler la prolifération de cellules endothéliales, d’augmenter le nombre de 
bourgeons capillaires associés aux cellules endocrines en prolifération. L’acquisition des 
propriétés angiogéniques est considéré comme nécessaire pour passer de l’hyperplasie à la 
néoplasie (Hanahan et Folkman 1996).    
La morphologie des vaisseaux tumoraux développés au sein de souris transgéniques a aussi 
été étudiée (Ryschich et al. 2002). Le passage des îlots de Langerhans normaux aux îlots 
tumoraux s’accompagne d’une augmentation du diamètre des vaisseaux qui se dilatent sans 
pour autant voir leur nombre croître. La néovascularisation résulte de la perte de la 
hiérarchisation et de la différenciation vasculaire.  En effet, les tumeurs endocrines malignes 
développées dans ce modèle présentent une concentration de vaisseaux suivie de zones peu 
fournies. Les îlots hyperplasiques ont une densité vasculaire moins importante que dans les 
îlots normaux.  
Ensuite, ont été développés les modèles de souris double transgène. Ce modèle a permis de 
montrer l’implication du VEGF dans la progression tumorale et son rôle dans la conversion 
angiogénique dans les tumeurs endocrines digestives au niveau des îlots de Langerhans 
(Gannon, et al. 2002). Les souris ont été transfectées avec la construction Rip1VEGF-A 
exprimant la forme humaine du VEGF165 dans les cellules beta des îlots de Langerhans. Le 
taux de VEGF y est vingt fois supérieur  par rapport au taux dans les îlots normaux mais 
n’affecte en rien la densité vasculaire ni la vascularisation des îlots. Ces souris Rip1VEGF-A 
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ont été croisées avec des souris Rip1Tag2 donnant naissance à des doubles transgènes 
Rip1Tag2/Rip1VEGF-A qui correspond à un modèle de souris carcinogène beta pancréatique. 
Dans ces souris, l’angiogenèse tumorale sera déclenchée, le développement tumoral accéléré 
et la mortalité augmentée. En effet, elles expriment le VEGF à des taux plus importants que 
dans les souris Rip1Tag2 et elles meurent plus précocement que  leurs congénères et ce avec 
une différence de quatre semaines. Le volume tumoral est plus conséquent que celui observé 
dans les souris Rip1Tag2 et ce au même âge. Le VEGF-A accélère la croissance tumorale. 
Les îlots de Langerhans prélevés à 6 semaines, issus des souris Rip1Tag2/Rip1VEGFA sont 
capables d’induire la prolifération, la migration et la formation de tubes capillaires dans un 
environnement constitué d’une matrice de collagène et en présence de cellules endothéliales. 
Les îlots provenant des souris Rip1Tag2 montrent des résultats similaires mais plus 
tardivement. Cette différence s’explique par un plus grand nombre d’îlots angiogéniques chez 
les souris double transgène (60% de la totalité des îlots) par rapport aux souris Rip1Tag2 
(30% des îlots). L’accélération de la progression tumorale est attribuée au démarrage précoce 
de l’angiogenèse tumorale facilitée par la surexpression du VEGF mais qui par la suite, n’est 
plus critique car n’est pas impliquée dans la progression métastatique des tumeurs.  
La situation n’est pas identique pour le VEGF-C. Dans les tumeurs primaires, l’augmentation 
de l’expression du VEGF-C, facteur lymphangiogénique, est corrélée à la dissémination de 
cellules tumorales dans les glandes lymphatiques. Les souris transgénique Rip1VEGF-C 
développent tout un réseau de capillaires lymphatiques dans les îlots de Langerhans. Les 
souris double transgène Rip1Tag2/Rip1VEGF-C présentent des tumeurs et développent des 
métastases au niveau des glandes lymphatiques. Le VEGF-C induit la lymphangiogenèse 
engendrant une dissémination des cellules tumorales et la formation de métastases 
(Mandriota, et al. 2001).  
Il a été montré dans un modèle de souris double transgène que le PlGF autre membre de la 
famille du VEGF, interviendrait également dans la régulation de l’angiogenèse tumorale et ce 
en agissant sur le VEGF-A (Schomber, et al. 2007). Dans ce modèle possédant de nombreux 
hétérodimères PlGF/VEGF-A, la croissance tumorale est fortement réduite par rapport à la 
souris simple transgène Rip1PlGF ayant en majorité des homodimères de VEGF-A et peu 
d’hétérodimères, et ne développant pas de métastases au stade de 12-13 semaines. Ainsi la 
coexpression de PlGF et du VEGF-A dans les cellules beta pancréatiques tumorales entraîne 
la formation de ces hétérodimères aux dépends d’homodimères de VEGF qui va alors 
participer à la diminution de l’angiogenèse tumorale. Une augmentation de la prolifération des 
cellules endothéliales est visible dans le cas des îlots de Langerhans issus de souris transgènes 
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exprimant uniquement le VEGF-A ou le VEGF mais en présence de faibles taux 
d’hétérodimères de PlGF/VEGF-A dans un environnement constitué d’uns matrice de 
collagène et de cellules endothéliales. Une diminution du nombre de vaisseaux fins tumoraux, 
une augmentation de la dilatation des capillaires des îlots et l’absence de la prolifération 
endothéliale sont constatées dans les îlots constitués majoritairement d’hétérodimères. Le 
ratio PlGF et VEGF-A détermine donc l’activité angiogénique et par extension de 
l’angiogenèse tumorale et de son développement.  
D’autres souris double transgène développant des îlots de Langerhans KO pour le VEGF-A 
ont été créées (Inoue, et al. 2002). Ce modèle a permis de conforter l’implication du VEGF-A 
dans la conversion angiogénique et dans la progression tumorale et son importance. En 
absence de VEGF-A, sa perte n’est pas compensée malgré la présence des autres isoformes du 
VEGF.  Pour parvenir à la perte de l’expression du VEGF-A plusieurs croisement ont été 
nécessaire entre des souris Rip1Tag2 et des souris vegf fl/+ pour donner des souris 
RipTag2;Vegf fl/+ et d’autre part des souris RipCre croisées avec des souris vegf fl/+ qui au final 
donneront des souris RipCre;Vegf fl/+ . Ces différentes générations ont été croisées afin que les 
souris procréées puissent développer des tumeurs beta pancréatiques avec le gène du VEGF 
délété ou non. Une diminution de la densité vasculaire est visible dans les îlots des souris 
RipCre;Vegf fl/fl par rapport au contrôle démontrant une atténuation du développement de la 
vascularisation des îlots pancréatiques. Les souris Rip1Tag2/Cre;Vegf fl/fl vivent plus 
longtemps de par le développement d’une tumeur beaucoup moins volumineuse que dans le  
cas des souris Rip1Tag2;Vegf fl/fl qui possèdent une tumeur dont le volume est vingt fois 
supérieur. Les souris Rip1Tag2/Cre;Vegf fl/fl développent trois catégories de tumeurs : des 
tumeurs volumineuses et solides avec une densité vasculaire comparable à celle du contrôle. 
Une deuxième classe de tumeurs qui sont creuses de par la présence de zones de nécrose ou 
d’apoptose et qui sont recouvertes d’une fine couche de cellules tumorales viables ; cette 
catégorie n’est pas retrouvée dans les souris Rip1Tag2 ou Rip1Tag2/Cre;Vegf +/+. La 
troisième série de tumeurs  visible microscopiquement, ressemble en tout point à la deuxième 
catégorie avec néanmoins une densité vasculaire importante à la périphérie de ces lésions 
suggérant que la tumeur progressant va utiliser le système sanguin de son environnement 
immédiat plus précisément au niveau du pancréas exocrine. Ainsi le KO du VEGF-A entraîne 
des dysfonctionnements dans la conversion angiogénique dans les îlots hyperplasiques et 
dysplasiques rendant compte de l’importance du VEGF-A dans la conversion angiogénique 
mais également dans la formation tumorale et de son développement.  
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D’autres espèces animales ont été utilisées, notamment le zebrafish (Yang, et al. 2004).  Le 
zebrafish est souvent utilisé comme modèle d’étude pour les cancers humains en raison des 
similitudes existant dans les voies impliquées dans la tumorigenèse (présence de gènes 
suppresseurs de tumeur et d’oncogènes) ; il a été employé pour identifier de nouvelles voies 
moléculaires à l’origine de l’oncogenèse et sert de modèle dans la carcinogenèse afin de 
déterminer les effets génétiques ou environnementaux. Afin de développer une tumeur 
endocrine pancréatique, le zebrafish se verra injecter deux constructions plasmidiques : une 
constituée du promoteur z-myod (gène codant pour la différenciation musculaire) associé au 
gène codant pour EGFP (enhanced green fluorescence protein) et une autre formée par la 
séquence enhancer du gène MYOD humain précédant le promoteur z-myod et la séquence 
correspondant à EGFP. Les séquences génomiques codant pour MYCN (membre de la famille 
de l’oncogène Myc) impliqué dans le développement de tumeurs agressives seront ensuite 
insérées dans la construction. Les îlots de Langerhans apparaissent 5 jours post-fertilisation 
des zebrafishs. Les zebrafishs transgéniques vont exprimer les séquences génomiques qui sont 
retrouvées au niveau des cellules musculaires mais aussi dans les îlots pancréatiques. Chez les 
zebrafishs de 3 à 6 mois, les tumeurs commenceront à être bien développées. Il s’agit 
principalement de tumeurs épithéliales associées à une différenciation neuroendocrine. Cette 
étape sera suivie deux ou trois mois plus tard par l’apparition de tumeurs au niveau 
abdominal, formées de cellules néoplasiques encapsulées et regroupées en amas. Des tumeurs 
localement invasives, d’origine pancréatique, sont également présentes. Ce système permet 
d’étudier la différenciation mais aussi la dissémination et le réseau vasculaire lors du 
développement de tumeurs endocrines.  
5)Angiogenèse et tumeurs endocrines digestives : applications pronostiques 
?
a/ La densité vasculaire  
L’évaluation de la densité vasculaire intratumorale a été proposée comme facteur pronostique 
dans de nombreux types d’adénocarcinomes où son augmentation est corrélée à un mauvais 
pronostic et à une augmentation du risque d’invasion locale et de dissémination métastatique 
(Carmeliet et Jain 2000; Poon, et al. 2002).   
Comme nous l’avons décrit précédemment, dans les tumeurs endocrines pancréatiques, la 
densité vasculaire semble davantage liée à la différenciation qu’à l’aggressivité tumorale. Elle 
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est plus élevée dans les formes bénignes que dans les formes malignes et, parmi les formes 
malignes, plus élevée dans les carcinomes de bas grade que dans les carcinomes de haut 
grade. Ce paramètre pourrait donc être un marqueur pronostique potentiel. Effectivement, 
dans trois études (Couvelard et al. 2005; Marion-Audibert et al. 2003; Takahashi et al. 2007), 
une densité vasculaire élevée a été corrélée à des facteurs de bon pronostic et à une durée de 
survie prolongée. Inversement, une densité vasculaire faible permet d’identifier des tumeurs à 
risque élevé de malignité et qui présentent des critères histopronostiques favorables (Marion-
Audibert, et al. 2003). Ces études sont toutefois rétrospectives : l’intérêt de la densité 
vasculaire doit être évalué dans des séries prospectives et par des analyses multivariées. 
L’analyse de la mesure de la densité vasculaire intratumorale a également été réalisée dans de 
rares tumeurs provenant d’autres localisations notamment du tube digestif mais ces résultats 
n’ont pas montré de corrélation avec la progression tumorale ou avec le VEGF (La Rosa, et 
al. 2003).    
La validation de ce paramètre comme marqueur pronostique nécessite maintenant de 
déterminer si ce paramètre se comporte de la même façon dans les tumeurs du tube digestif en 
réunissant un plus grand nombre de tumeurs et vérifier si les tumeurs du tube digestif se 
comportent comme les tumeurs du pancréas.  
b/ Les angiopoiétines
Il existe de nombreux médiateurs angiogéniques incluant la famille des angiopoiétines et des 
VEGF qui jouent un rôle important dans l’angiogenèse physiologique et tumorale. 
Dernièrement, une étude a mis en avant le taux d’angiopoiétine 2 (Ang-2) dans le sérum qui 
pourrait être utilisé en tant que marqueur pronostique chez les patients atteints de tumeurs 
endocrines digestives (Srirajaskanthan, et al. 2009).  Les tumeurs endocrines digestives sont 
associées à un taux sérique élevé d’Ang-2 ainsi qu’à un fort ratio Ang-1/Ang-2, 
indépendamment de la localisation de la tumeur primitive (pancréas, intestin antérieur ou 
postérieur). Les taux sériques d’Ang-2 seraient plus élevés dans les tumeurs de volume 
important et dans les lésions métastatiques. Ils seraient également associés à un mauvais 
pronostic et à une faible durée de survie.  
c/ Les intégrines ?V?3 et le VEGF
Il s’agit de marqueurs « angiogéniques » souvent évalués en pathologie tumorale. Une étude 
les a étudiés dans une série de tumeurs endocrines digestives, comparées à des métastases 
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Figure 16: Représentation schématique des sites et mécanismes d’action des différents inhibiteurs
sur la voie de signalisation PI3K/mTOR dans les tumeurs endocrines digestives
Le facteur de croissance va se lier à son récepteur de façon autocrine ou paracrine qui entraîne une phosphorylation des
tyrosine kinases. Cette autophosphorylation va activer la voie PI3K/Akt/mTOR afin de stimuler la synthèse protéique,
progresion du cycle cellulaire et de la survie qui sont à l’origine de l’augmentation de la prolifération, de l’invasion
cellulaire, des métastatases et de l’angiogenèse tumorale. Cette voie peut-être inhibée par des anticorps dirigés contre les
facteurs de croissance, des inhibiteurs des récepteurs à activité tyrosine kinase ou des inhibiteurs au niveau de mTOR.
(d’après Lynch JP et Mertz DC 2008)
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hépatiques d’adénocarcinomes colorectaux métastatiques; les taux d’ARNm et l’expression 
du VEGF et des chaînes d’intégrines ?V et ?3 ont été mesurés (Oxboel, et al. 2009). 
L’intégrine ?3 est moins exprimée, au niveau protéique et ARNm, dans les tumeurs 
endocrines que dans les métastases hépatiques d’adénocarcinomes. Curieusement, aucune 
différence tant au niveau des ARN que de l’expression de l’intégrine ?V n’a été mise en 
évidence. Le taux d’intégrine ?V?3 serait corrélé à la durée de survie.   
De façon similaire aux intégrines, le taux d’ARNm codant pour le VEGF est plus faible dans 
les tumeurs endocrines digestives que dans les métastases d’adénocarcinomes. De même, son 
expression protéique est moindre dans les tumeurs endocrines.  
Un point important est l’existence de très fortes variations dans les niveaux d’expression du 
VEGF et des chaînes d’intégrines d’un cas à l’autre de tumeur endocrine. Il est donc difficile 
de généraliser les résultats présentés dans cette étude, d’autant qu’elle est basée sur une faible 
série (13 cas) et qu’elle est en contradiction avec des résultats rapportés par d’autres groupes 
(Zhang, et al. 2007).  
6)Angiogenèse et tumeurs endocrines digestives : applications thérapeutiques 
Compte tenu de la richesse vasculaire des tumeurs endocrines digestives, il est séduisant de 
les considérer comme des cibles privilégiées des traitements anti-angiogéniques ciblés en 
cours de développement que nous avons décrits précédemment. Un point particulier aux 
tumeurs endocrines est que plusieurs traitements déjà utilisés de longue date, pour d’autres 
effets, anti-sécrétoires ou anti-tumoraux, pourraient aussi avoir des effets anti-angiogéniques. 
a/ Les traitements anti-angiogéniques ciblés: les inhibiteurs du VEGF et de 
ses récepteurs
(Figure 16) 
• Le bevacizumab (Avastin™) 
Le bevacizumab a été utilisé en association avec un analogue de la somatostatine, l’octréotide, 
chez des patients atteints de tumeurs gastroentéropancréatiques pendant 18 semaines et 
comparé à l’interféron alpha associé à l’octréotide (Yao, et al. 2008). Dans le bras traité avec 
le bevacizumab, 70% des patients ont présenté une maladie stable ; 17% ont présenté une 
réponse partielle. Des résultats comaprables ont été observés dans l’autre bras. La durée de 
survie sans progression était plus longue dans le bras bevacizumab. L’utilisation du 
bevacizulab s’associe à une diminution précoce du flux sanguin tumoral qui pourrait être 
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utilisé comme marqueur de réponse au traitement. D’autres études sont en cours notamment 
en France.  
• Le Sunitinib (Sutent®) 
Le sunitinib a été administré à des patients atteints d’une tumeur endocrine pancréatique ou 
d’une tumeur carcinoïde, pendant six semaines (Kulke, et al. 2008). Il a été constaté une 
stabilisation de la maladie dans 68% des tumeurs endocrines pancréatiques et 83% dans les 
tumeurs carcinoïdes et une réponse totale ou partielle au traitement dans 17% des tumeurs 
endocrines endocrines pancréatiques et de 3% dans les tumeurs carcinoïdes. La progression 
tumorale est plus rapide dans les tumeurs pancréatiques. Des effets secondaires ont été 
observés (fatigue, diarrhée, nausée, hypertension) mais la qualité de vie est globalement 
préservée. Malgré ces résultats prometteurs, il serait nécessaire d’avoir des données 
complémentaires au niveau du degré de différenciation des tumeurs, de l’index de 
prolifération et d’attendre plusieurs années les réelles conséquences du sunitinib et de trouver 
les mécanismes d’action de ce dernier (Bajetta, et al. 2009). 
 En traitement, actuellement il est encore nécessaire de trouver les doses et la durée de soins 
adéquates. Des études en combinaisons avec d’autres agents sont en cours de réalisation mais 
aussi en monothérapie pour mieux appréhender les effets à long terme dans les différentes 
tumeurs. 
• Le Vatalanib (PTK787/ZK222584) 
Dans les souris transgéniques Rip1-Tag2 traitées au PTK/ZK, une diminution des vaisseaux 
impliqués dans l’angiogenèse tumorale et une baisse de la croissance tumorale sont observées. 
Cependant le vatalanib n’agit pas aussi efficacement sur la lymphangiogenèse dans les souris 
Rip1-Tag2;Rip1-VEGF-C ou Rip1-Tag2 ;Rip1-VEGF-D, néanmoins, il réprime toujours 
l’angiogenèse et la croissance tumorale et provoque une diminution de la phosphorylation de 
VEGF-R3 (Schomber, et al. 2009). Récemment des études ont été réalisées dans les tumeurs 
neuroendocrines montrant une stabilisation de la maladie chez la moitié des patients et le 
maintien de cet état durant une année pour un tiers d’entre eux (Pavel, et al. 2008). 
b/ Autres agents anti-angiogéniques
La thalidomide a été testée dans des carcinoïdes métastatiques et dans des tumeurs 
endocrines pancréatiques bien différenciées, pendant 24 semaines. Il n’a pas été observé de 
rémission totale ou partielle. Une stabilisation de la maladie a été observée dans 70% des cas 
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(Varker, et al. 2008). Associée au temozolomide (agent cytotoxique, inhibiteur de l’insertion 
de nucléosides) dans des carcinoïdes métastatiques et des tumeurs endocrines pancréatiques, 
la thalidomide stabilise la maladie dans 68% des cas et la durée moyenne de réponse est de 13 
mois (Kulke, et al. 2006b).  
L’endostatine a une activité anti-angiogénique en inhibant la migration des cellules 
endothéliales au niveau vasculaire et empêchant la prolifération (Folkman 2006). 
L’endostatine recombinante humaine n’entraîne pas de régression tumorale significative dans 
des carcinoïdes et des tumeurs endocrines pancréatiques à un stade avancé. La durée de survie 
est d’environ 17 mois dans le cas des tumeurs endocrines pancréatiques et de 22 mois pour les 
carcinoïdes (Kulke, et al. 2006a).  
c/ Les traitements potentiellement anti-angiogéniques  
• Interféron ?
L’idée d’utiliser l’interféron ? (IFN ?) en tant qu’agent thérapeutique a été initié par Oberg en 
1983 dans les carcinoïdes. L’IFN ? exerce un effet antiprolifératif: arrêt du cycle cellulaire en 
phase S en agissant sur le complexe cdc2/cycline B et surtout en inhibant cdc2 kinase. Il a 
aussi un effet antisécrétoire sur les tumeurs endocrines et indirectement sur l’angiogenèse. 
L’IFN ? diminue la transcription du VEGF en inhibant les sites Sp1/Sp3 (séquence consensus 
qui régule la transciption du VEGF sur lesquelles se fixent les protéines Sp, fortement 
exprimées dans les tumeurs pancréatiques, contrôlent l’expression du VEGF et la prolifération 
cellulaire) et n’a pas de conséquences sur AP-2 ou Egr-1.Dans des souris xénogreffées, il a été 
noté une diminution de la densité microvasculaire ainsi qu’une diminution du taux de VEGF 
et de l’angiogenèse dans les foies métastasés (Rosewicz, et al. 2004). Les réponses objectives 
obtenues sont à hauteur de 5 à 10% avec stabilisation de la maladie dans 50% des cas. Des 
résultats similaires ont été obtenus dans des tumeurs neuroendocrines avec diminution des 
taux de VEGF plasmatiques et des ARNm codant pour le VEGF ainsi qu’une réduction de la 
densité vasculaire dans les foies métastasés (von Marschall, et al. 2000). Plusieurs études 
randomisées ou non, rapportent les effets obtenus en combinant l’interféron ? avec les 
analogues de la somatostatine. Malgré tout, la bithérapie ne semble pas avoir d’effets 
significatifs en comparaison de ceux obtenus en monothérapie (Fazio, et al. 2007). Les études 
randomisées donnent des taux de survie semblables que ce soit pour un agent seul ou 
combiné. Il en est de même pour la diminution de la progression tumorale. La régression 
partielle semble cependant plus fréquente lors de l’association des deux agents. Il serait 
judicieux d’envisager aussi le développement de l’interféron pégylé qui a une plus grande 
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Figure 17: les effets de la somatostatine et de ses analogues
Ils inhibent la sécrétion de VEGF et d’autres facteurs par les cellules tumorales, la migration des
monocytes, l’effet prolifératif des facteurs pro-angiogéniques. En se fixant sur les récepteurs SSTR, ils
induisent entre autre l’apoptose et la cytostase . (d’après Dasgupta P, 2004)
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tolérance que celle de l’IFN ? mais aussi de l’IFN? qui a un potentiel antitumoral plus 
important que celui de l’IFN ? démontré récemment in vitro. L’IFN ? induit la stimulation de 
l’apoptose, supprime la chromogranine A dans le milieu et arrête le cycle cellulaire en phase 
S (Vitale, et al. 2006). L’IFN ? inhibe également la transcription d’IGF II, peptide hormonal 
impliqué dans la tumorigenèse et la prolifération tumorale et inhibe l’expression d’IGF-IR le 
récepteur impliqué dans ces phénomènes à l’inverse de l’IFN ? (Vitale, et al. 2009). 
• Les analogues de la somatostatine  
La somatostatine est une hormone ayant entre autre un effet inhibiteur sur la sécrétion 
hormonale au niveau gastrointestinal. Cette caractéristique a été utilisée afin d’en faire un 
outil dans le traitement des tumeurs neuroendocrines qui expriment pour la majorité d’entre 
elles les récepteurs à la somatostatine et notamment le récepteur SSTR-2 (Reubi et Waser 
2003). L’action de la somatostatine est médiée par ses cinq récepteurs et entraîne différents 
effets : l’inhibition de la sécrétion hormonale au niveau gastroentéropancréatique lors de la 
liaison de la somatostatine à SSTR-2 et SSTR-5, l’arrêt du cycle cellulaire et une entrée en 
apoptose lors de sa liaison avec SSTR-1 enfin l’inhibition de la prolifération cellulaire est 
réalisable via les récepteurs SSTR-1, SSTR-2 et SSTR-5 (Figure 17). 
N’ayant qu’une demi-vie très limitée (2 minutes), la somatostatine ne peut pas être utilisée 
telle quelle. Des analogues à durée de vie longue ont été synthétisés en vue des applications 
thérapeutiques : octréotide, lanréotide, pasiréotide.  
L’octréotide est un octapeptide à durée de vie de 2 heures ayant une forte affinité pour SSTR-
2. Les effets anti-sécrétoires de l’octréotide sont obtenus à des doses allant de 100 à 500μg  
administrés en souscutané et ce plusieurs fois par jour. Une nouvelle formulation a été 
développée afin d’avoir une durée d’action plus élevée : l’octréotide LAR (long-acting depot). 
Une injection est effectuée tous les mois avec une dose allant de 10 à 60mg. Cet analogue de 
la somatostatine est bien toléré par les patients entraînant peu d’effets indésirables. Dans le 
cas des tumeurs endocrines gastroentéropancréatiques, les principaux effets de l’octréotide 
sont les effets anti-sécrétoires. L’effet anti-tumoral reste discuté (Grozinsky-Glasberg, et al.
2008b).  
Le lanréotide est un autre analogue de la somatostatine ayant montré des propriétés similaires, 
anti-sécrétoires et peut-être anti-tumorales (Ducreux, et al. 2000). 
Le dernier analogue utilisé dans les tumeurs endocrines digestives est le pasiréotide 
(SOM230), qui se caractérise par une forte affinité pour tous les récepteurs sauf pour SSTR-4 
et ce de 30 à 40 fois plus que l’octréotide (Kvols, et al. 2005) voire plus dans certains cas. 
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Dans des modèles animaux, SOM230 inhibe de façon prolongée la sécrétion d’hormones et 
prolonge l’expression des récepteurs à la somatostatine sur les tumeurs 
gastroentéropancréatiques. De façon complémentaire, dans une étude de phase II, il a été 
montré l’augmentation de l’efficacité de l’inhibition et de l’augmentation du taux de survie 
par le SOM230 chez des patients ayant un carcinoïde métastatique réfractaire ou résistant à 
l’octréotide (Schmid 2008). Récemment, il a été mis en évidence un effet anti-prolifératif de 
SOM230 sur les lignées neuroendocrines (NCI-H727)?  (Ono, et al. 2007) et sur les cellules 
endothéliales (HUVECs) via le VEGF à l’inverse de l’octréotide (Adams, et al. 2004). 
L’inhibition prolongée par cet agent sur la sécrétion hormonale et de l’expression prolongée 
des SSTR dans les tumeurs carcinoïdes donnent des avantages cliniques par rapport à 
l’octréotide ce qui pourrait le conduire à avoir un rôle potentiel dans la thérapie des tumeurs 
néoplasiques. Néanmoins, de plus amples études doivent être réalisées pour mieux 
comprendre son action et ses effets.  
Les effets anti-angiogéniques des analogues de la somatostatine ont été bien démontrés in 
vitro : (a) inhibition directe de la prolifération des cellules endothéliales, (b) inhibition de la 
sécrétion du VEGF par les cellules tumorales. Toutefois, il reste difficile de vérifier si ces 
effets in vitro se retrouvent in vivo.  
d/ Les traitements à effets multiples, comportant des effets anti-
angiogéniques
• Les inhibiteurs des récepteurs aux facteurs de croissance 
Les cellules endocrines néoplasiques gastroentéropancréatiques ont à leur surface de 
nombreux récepteurs à des facteurs de croissance incluant les récepteurs aux tyrosine-kinases 
tels qu’EGFR (epidermal growth factor receptor) ou PDGFR (platelet derived growth factor 
receptor).  
L’EGFR est impliqué dans la prolifération cellulaire, le développement métastatique et la 
différenciation tumorale. Le gefitinib est un inhibiteur de l’EGFR dont les effets ont été testés 
in vitro dans différentes lignées cellulaires endocrines tumorales (Hopfner, et al. 2003), où il 
peut inhiber la croissance cellulaire, induire un arrêt du cycle cellulaire et une induction de 
l’apoptose. Il n’existe pas encore de données in vivo, qui permettraient notamment d’évaluer 
les effets indirects de ce type de molécules, bien connus dans d’autres types de tumeurs, 
comme leurs effets anti-angiogéniques et immunomodulateurs. 
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Figure 18: Représentation de la voie de signalisation mTOR et ses effets
(d’après Meric-Bernstam F, et al. 2009)
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L’imatinib, bien connu pour ses effets inhibiteurs des kinases bcr-abl et kit, cible également 
l’un des récepteurs du PDGF, le PDGFR-beta. In vitro, il inhibe de façon dose dépendante la 
prolifération cellulaire et induit l’apoptose dans la lignée BON et dans d’autres lignées 
endocrines, dérivées de glucagonomes et d’insulinomes. In vivo, son utilisation aurait pu tirer 
profit des effets indirects de l’inhibition des effets du PDGF sur les cellules du stroma tumoral 
incluant les cellules périvasculaires. Cependant, les premiers essais cliniques, en 
monothérapie ou en combinaison avec des chimiothérapies, n’ont pas donné de résultats 
significatifs (Lankat-Buttgereit, et al. 2005; Yao, et al. 2007).  
• Les inhibiteurs de la voie mTOR  
mTOR (mammalian target of rapamycin) est une serine-thréonine kinase qui, en réponse à 
divers signaux environnementaux, régule la croissance cellulaire, la prolifération et la survie 
(Yang, et al. 2008). Elle joue également un rôle important dans la régulation de la traduction 
(Figure 18). mTOR est aussi requis dans le développement embryonnaire ; son absence 
engendre une léthalité embryonnaire (Gangloff, et al. 2004).  
Les facteurs hormonaux, de stress, les capacités nutritionnelles et le statut énergétique 
engendrent des signaux qui vont activer mTOR. mTOR est au centre de deux complexes 
mTORC1 et mTORC2. mTORC2 composé de mTOR, mLST8 (mammalian lethal with 
SEC13 protein 8) appelé aussi G?L (G protein beta subunit-like protein) et de rictor 
(rapamycin insensitive companion of mTOR) active Akt et joue un rôle dans l’organisation de 
l’actine. D’autres protéines peuvent se lier au complexe mTORC2 telles que protor (protein 
observed with rictor) et MIP1 ou AVO1 (protein kinase-interacting protein 1). mTORC1 est 
constitué de mTOR, mLST8 et de raptor (regulatory associated protein of TOR). PRAS40 
(proline-rich PKB substrate of 40kDa) se lie à mTORC1 via raptor et inhibe son activité ou 
peut servir de substrat à mTORC1. mTORC1 est responsable de la régulation du métabolisme 
cellulaire et de la croissance. Akt, activé par PI3K agit en tant que régulateur positif sur 
mTORC1 en agissant sur TSC1 (tuberous sclerosis complex), TSC2 et Rheb (Ras homolog 
enriched in brain). Les effecteurs de mTORC1 sont S6K1 et eIF4E-BP1  importants pour la 
synthèse protéique. La phosphorylation de S6K1 lui confère un rôle dans le contrôle de la 
traduction des ARNm avec un ARNm 5’ TOP (5’ terminal oligopyrimidine tract). La 
phosphorylation de eIF4E-BP1 libérant eIF4E du complexe eIF4E-BP1-eIF4E stimulant la 
synthèse protéique. Les hormones et les facteurs de croissances, par exemple l’insuline et 
IGF-I, peuvent stimuler mTORC1 via la cascade PI3K. PI3K, en se liant à IRS (insulin 
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receptor substrate), convertit PIP2 en PIP3. L’accumulation de PIP3 est inhibé par PTEN 
(muté dans l’ensemble des tumeurs). PI3K recrute PDK1 qui phosphoryle Akt et le rend actif. 
TSC2 est inactivé par Akt qui entraîne sa phosphorylation. Rheb active alors mTORC1. Erk 
peut aussi réguler négativement TSC2. D’un autre côté, S6K1 inhibe par rétrocontrôle IRS-1 
et PI3K.  De même, le statut énergétique cellulaire est lié à la voie de signalisation de mTOR. 
Si la capacité énergétique est faible, elle inhibe mTORC1 en stimulant REDD1-TSC-2. Les 
changements de la concentration en ATP inhibent ou stimulent la voie par mTORC1. Si le 
ratio AMP/ATP est faible, l’AMP se lie à l’AMPK et LKB1 phosphoryle AMPK qui à son 
tour va phosphoryler TSC2 et ainsi l’inhiber. L’énergie obtenue par le catabolisme des acides 
aminés, des acides gras agit indirectement sur mTORC1 en affectant le ratio AMP/ATP.   
En vu de ces diverses actions, mTOR est une cible privilégiée des anti-tumoraux. 
  Les inhibiteurs de mTOR, dont le prototype est la rapamycine, constituent aujourd’hui des 
agents thérapeutiques très prometteurs en oncologie. Plusieurs essais ont été menés avec des 
analogues de la rapamycine dans les tumeurs endocrines digestives avec des résultats 
extrêmement intéressants (Duran, et al. 2006). De plus, des études précliniques, in vitro et in 
vivo, ont été réalisées pour mieux comprendre les effets de ces agents inhibiteurs dans les 
cellules endocrines néoplasiques.  
In vitro, dans des lignées endocrines d’origine humaine, comme BON (Moreno, et al. 2008; 
Zitzmann, et al. 2007), ou murines comme INS1 (Grozinsky-Glasberg, et al. 2008a), la 
rapamycine et son analogue RAD 001 inhibent la prolifération cellulaire, en induisant un arrêt 
en phase G0/G1, et stimulent l’apoptose. Ces effets fonctionnels sont dus à une inhibition de 
la phosphorylation de mTOR et de ses principaux effecteurs, comme p70S6K. L’association 
octréotide/RAD001 ou octréotide/rapamycine n’a pas d’effet additif ou synergique.  
In vivo, dans un modèle de souris xénogreffées avec des cellules de la lignée BON (Moreno et 
al. 2008), un effet anti-tumoral a été observé sous traitement par la rapamycine.  
Les premiers résultats des études randomisées concernant les thérapies dites 
moléculaires ciblant les voies de signalisation, les hormones et les facteurs de croissance sont 
prometteurs avec un effet au niveau de la stabilisation de la maladie et un taux de survie 
moyen en progression. De plus, les patients soumis aux traitements semblent présenter une 
meilleure tolérance aux effets des nouvelles thérapies. Il reste malgré tout beaucoup 
d’inconnues qui nécessitent encore de nombreuses études expérimentales et cliniques afin 
d’établir des traitements adéquats et efficaces.
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Objectifs du travail 
Notre travail s’est inscrit dans un projet plus global, celui d’analyser les mécanismes 
cellulaires et moléculaires impliqués dans l’angiogenèse associée aux tumeurs endocrines 
digestives. 
Nous avons décrit dans l’introduction les caractéristiques particulières du processus 
angiogénique associé aux tumeurs endocrines gastroentéropancréatiques. En résumé, dans ce 
type de tumeurs, et contrairement à ce qui est décrit dans la plupart des autres tumeurs 
épithéliales, la présence d’une densité vasculaire élevée est corrélée avec la différenciation 
cellulaire et non pas avec l’agressivité tumorale. Les tumeurs endocrines bien différenciées 
présentent une densité vasculaire très élevée, sont associées à un réseau microcirculatoire 
formé de vaisseaux stables bordés par des cellules endothéliales « quiescentes », expriment le 
VEGF et ne présentent pas de signes d’hypoxie. Au contraire, les tumeurs endocrines plus 
agressives ont une densité vasculaire plus faible, sont associées à des vaisseaux instables 
bordés par des cellules endothéliales activées, expriment de manière inconstante le VEGF et 
présentent des signes directs ou indirects d’hypoxie.  
Notre hypothèse de travail est donc la suivante : 
- dans les tumeurs endocrines digestives, deux processus d’angiogenèse distincts sont 
mis en œuvre 
- dans les tumeurs les mieux différenciées, il s’agit d’un processus d’angiogenèse 
spécifique, récapitulant les propriétés pro-angiogéniques des cellules endocrines 
normales ; le stroma richement vascularisé de ces tumeurs assure aux cellules 
tumorales un micro-environnement stable qui couvre leurs besoins, d’autant que leurs 
capacités de prolifération sont par ailleurs très faibles ; 
- dans les tumeurs plus agressives, à plus forte capacité de prolifération, le déséquilibre 
entre les besoins et les apports déclenche un processus de conversion angiogénique 
aboutissant au développement d’un processus angiogénique « non spécifique », proche 
de celui observé dans les autres tumeurs épithéliales malignes, même si le contexte 
moléculaire et génétique est probablement différent.  
-
Dans ce contexte, l’objectif du travail de recherche présenté ici a été d’étudier : 
- l’expression et la régulation du VEGF dans les cellules endocrines tumorales ; 
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- son rôle dans le processus angiogénique, en fonction du degré de différenciation 
tumorale et de la localisation de la prolifération 
Pour répondre à ces objectifs, nous avons utilisé une double approche expérimentale, in vitro 
et in vivo. 
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MATERIELS ET METHODES 
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I  Etude in vitro
1. Matériels  
1) Les lignées cellulaires
Plusieurs lignées cellulaires ont été utilisées. 
Les STC-1 ont été obtenues chez des souris provenant d’un croisement de deux lignées de 
souris transgéniques (Rindi, et al. 1990) transfectées avec le promoteur du gène de l’insuline 
lié à l’antigène T de SV40 et une autre portant le promoteur RIP couplé à l’antigène T du 
virus du polyome. Les tumeurs ainsi obtenues à partir du double transgène sont d’origine 
intestinale. Ces cellules tumorales expriment la cholécystokinine, des peptides de la famille 
du proglucagon, la neurotensine, la somatostatine, le GIP, la substance P et la sécrétine. 
Les INS r3 et les INS r9 sont des clones dérivant de la lignée INS-1 établie chez rats soumis 
aux irradiations développant des insulinomes (Wang, et al. 2001). Les INS r3 correspondent à 
des cellules alpha et beta pancréatiques sécrétant de l’insuline et du glucagon et les INS r9 
sont des cellules beta sécrétant de l’insuline. 
Les MIN 6 correspondent à une lignée beta-pancréatique obtenues chez des souris 
transgéniques transfectées avec l’antigène T de l’oncogène viral SV40 sous le contrôle du 
promoteur à insuline (Miyazaki, et al. 1990). Le glucose induisant la sécrétion d’insuline de 
façon similaire aux îlots pancréatiques des souris normales.  
Les GLUTag ont été établies à partir de souris transgéniques exprimant l’antigène T de SV40 
sous la dépendance du gène du glucagon (Drucker, et al. 1992). Ces souris développent des 
tumeurs neuroendocrines au niveau du large intestin. Ces cellules tumorales expriment le pro-
glucagon, des quantités variables de somatostatine et de peptide Y.  
Les RIN m5F sont obtenues à partir de tumeurs beta-pancréatiques induite par irradiations 
transplantées chez des rats (Gazdar, et al. 1980). Ces cellules tumorales sécrètent de l’insuline 
et de la somatostatine.   
Toutes les lignées cellulaires sont dans un environnement à 37°C contenant 5% de CO2 et 
95% d’O2 et maintenues en culture dans un milieu : DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium) avec 100 UI/mL de pénicilline, 100μg/mL de streptomycine et 5% de sérum de 
veau fœtal(SVF) pour les STC-1ou 10% de SVF pour les GLUTag 
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anticorps fournisseur
Akt Cell Signaling Technologies (Beverly, MA)
phospho Akt (Ser473) Cell Signaling Technologies (Beverly, MA)
mTOR Cell Signaling Technologies (Beverly, MA)
phospho mTOR (Ser2448) Cell Signaling Technologies (Beverly, MA)
p70S6K Cell Signaling Technologies (Beverly, MA)
phospho p70S6K (Thr 389) Cell Signaling Technologies (Beverly, MA)
VEGF (clone 6B7) Assay Designs (Ann Arbor, Michigan)
HIF-1? (clone 241809) R&D systems (Minneapolis, MN)
?-tubuline Sigma-Aldrich (St-Louis, MO)
                                                                                           RPMI 1640 supplémenté en 
glutamine auquel a été rajouté 10% de SVF, 100 UI/mL de pénicilline, 100μg/mL de 
streptomycine pour les RIN M5F et en présence de 10mM d’HEPES, 50μM de 2-
mercaptoethanol et 1mM de pyruvate de sodium pour les INS r3 et INS r9. 
                                                                                           Composé pour moitié avec du 
DMEM et pour l’autre avec du Ham’s F12 Kaighns auquel a été rajouté 10% de SVF, 100 
UI/mL de pénicilline, 100μg/mL de streptomycine pour les MIN6. 
2) Les peptides, réactifs et anticorps
a/ Les peptides et réactifs
b/ Les anticorps  
peptides/ réactifs fournisseur concentration d'utilisation
Octréotide Novartis Pharma (Rueil-Malmaison, France) 10-7 M
Rapamycine In VivoGen (San Diego, CA) 11 nM
LY 294002 Assay Designs (Ann Arbor, MI) 5μM et 15μM
PD 98059 Stressgen (Victoria, BC, Canada) 15μM
SB 203580 Promega (Madison, WI) 5μM 
IGF-1 Richter-Helm Biologics (Hambourg, Allemagne) 3 nM
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2. Méthodes 
1) ELISA
Cette méthode nous a permis de quantifier la sécrétion du VEGF par les différentes lignées 
cellulaires. 
En plaque 6 puits, les cellules ont été ensemencées à 200 000 cellules par puits. Elles ont 
proliféré durant 48h en conditions habituelles. Après 48h de culture, le milieu a été changé par 
un milieu déplété en SVF, auquel a été ajouté de l’octréotide à 10-7M, de la rapamycine à 11 
nM, du LY294002 à 5μM ou 15μM, du PD98059 à 15μM et du SB203580 à 5μM. Les 
surnageants sont récupérés à différents temps entre 0h et 48h. Ils ont été centrifugés afin 
d’éliminer les débris cellulaires et congelés.  
La méthode ELISA utilisée est fondée sur le dépôt pendant deux heures, de 100 μL de 
surnageant dans des plaques 96 puits coatées par l’anticorps anti-VEGF murin (Quantikine, 
R&D systems). Après l’élimination du surnageant, une série de lavages est effectuée avant 
d’ajouter 100 μL d’anticorps anti-VEGF marqué à la peroxydase. Deux heures après, le 
surnageant est enlevé et remplacé par 100 μL de substrat. Une demi-heure plus tard, la 
réaction est arrêtée par ajout de 100 μL d’acide chlorhydrique. Les absorbances sont lues à 
450 nm.  
2) Western-Blot
Cette technique nous a permis d’étudier l’expression de facteurs impliqués dans les voies de 
signalisation ou dans le processus angiogénique à partir de lysats des lignées cellulaires : 
STC-1, INS r3 et INS r9.  
Le protocole est identique à celui décrit précédemment. Il a été également réalisé avec de 
l’IGF à 3nM associé à la rapamycine ou au LY294002 ou au PD98059. Ensuite, récupération 
des échantillons à différents temps entre 0h et 48h. Le tapis cellulaire est lavé par du PBS 1X 
froid et lysé par une solution froide contenant du NaCl 150 mM, Tris-Base 50mM, EDTA 
2mM, 0,5% de deoxycholate, 0,1% de SDS, 1% de NP40, 2mM d’orthovanadate et 20mM de 
NaF. Le lysat cellulaire est récupéré et congelé. 20μg de protéines dénaturées sont déposées 
sur un gel de SDS-polyacrylamide 7,5-10%. Une fois la migration terminée, les protéines sont 
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transférées sur une membrane de nitrocellulose Protran (Whatman, Maisdtone, UK) ou sur 
une membrane de PVDF (Millipore, Billerica, MA). Cette étape est suivie d’une saturation 
d’une heure à température ambiante avec une solution de TBS 1X contenant 0,1% de Tween 
20 et 5% de lait écrémé. Les membranes sont mises dans une solution contenant l’anticorps 
primaire pendant toute la nuit à 4°C. Les membranes sont lavées et incubées dans une solution 
contenant l’anticorps secondaire approprié marqué à la peroxydase durant une heure. 
L’anticorps lié de façon spécifique est détecté par chimioluminescence (Covalab, 
Villeurbanne, France). La tubuline est utilisée comme contrôle interne pour normaliser les 
résultats.  
3) Test de viabilité cellulaire et de prolifération
Cette méthode permet de tester l’effet d’agents chimiques sur la prolifération, la viabilité des 
cellules. 
Les cellules sont ensemencées à 3000 ou 6000 cellules par puits en plaque 96 puits. Elles sont 
maintenues dans des conditions de culture normales pendant 48h. Le milieu est ensuite 
changé auquel a été ajouté de l’octréotide (10-7M) ou LY294002 (5 et 15μM) ou PD98059 
(15μM) ou SB203580 (5μM) et la rapamycine  (5 à 50nM). Au temps désiré, 20μL de 
solution MTT ((4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide, 5mg/mL) est 
ajouté à chaque puits et la plaque est incubée à 37°C pendant 2h30. Chaque puits est vidé par 
aspiration et 100μL de DMSO (dimethyl sulfoxide) est ajouté pour dissoudre les cristaux de 
formazan générant une couleur violette. L’absorbance est lue à 540 nm. 
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II Etude in vivo 
Les modèles animaux utilisés sont des modèles de xénogreffe chez la souris nude : 
- un modèle permet d’obtenir une dissémination intra-hépatique des cellules tumorales 
après leur injection intra-splénique 
- l’autre modèle consiste à greffer les cellules tumorales sur la paroi caecale, afin 
d’étudier leur invasion locale et leur dissémination métastatique. 
Ces modèles ont été développés au laboratoire par Gilles Poncet, sous la responsabilité de 
Colette Roche. 
1. Modèle de dissémination intra-hépatique par injection intra-splénique 
Des souris nude adultes ont été anesthésiées avec du pentobarbital sodique. Après vérification 
de la qualité de l’anesthésie, les animaux ont été positionnés en décubitus dorsal et une 
incision de 1 cm a été effectuée au niveau du quadrant supérieur gauche de l’abdomen. Le 
pôle supérieur de la rate a été extériorisé de l’abdomen afin d’y injecter 50μl de PBS 
contenant 2.5 106 cellules STC-1. L’incision a ensuite été refermée en suturant tout d’abord le 
péritoine puis la peau. Chaque point était indépendant des autres. Ces deux précautions, 
péritoine et peau suturés séparément et points individuels, avaient pour but d’éviter la 
réouverture de la plaie opératoire dans le cas où la souris arriverait à enlever un point. A partir 
du 8ème jour, les animaux ont été pesés trois fois par semaine afin d’établir une courbe de 
poids. Quatre semaines après l’injection des cellules tumorales, une dose létale de 
pentobarbital sodique a été injectée aux souris. Les tumeurs spléniques et les foies ont été 
prélevés. Chaque échantillon a été divisé en deux parties : le premier morceau a été fixé dans 
le formol et, inclus dans la paraffine, et le second morceau a été fixé dans le glutaraldéhyde en 
vu d’une analyse en microscopie électronique. 
2. Modèle de xénogreffe dans la paroi caecale 
?
Des souris nude âgées de 4 semaines (Charles River France) ont été utilisées pour cette étude. 
Les animaux étaient anesthésiés avec du pentobarbital sodique (1mg / 10g poids). Après les 
procédures chirurgicales les animaux étaient placés en atmosphère stérile, ayant à disposition 
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une alimentation stérilisée. Le protocole expérimental était approuvé par le comité d’éthique 
local. 
La procédure de xénogreffe était réalisée en deux étapes successives. 
1) Première phase : obtention de tumeurs sous-cutanées
Les tumeurs sous-cutanées étaient obtenues après injection de cellules en suspension (2,5x104
cellules dans 50μL de PBS stérile) au niveau du dos des souris nude anesthésiées. Au terme 
de deux semaines d’évolution, il se développait au point d’injection une lésion tumorale sous-
cutanée de volume variant entre 0,5 et 1 cm3. Les tumeurs étaient prélevées puis scindées en 
fragments de 1 mm3. Les fragments tumoraux étaient laissés en attente dans du sérum 
physiologique puis greffés dans les minutes suivantes. 
2) Deuxième phase : xénogreffe orthotopique.  
Site d’implantation caecal : Les souris nude étaient anesthésiées puis positionnées en 
décubitus dorsal. Une mini-laparotomie de 1cm était réalisée dans le quadrant inférieur 
gauche de l’abdomen. En raison de l’absence d’adhérences anatomiques, le caecum pouvait 
être externalisé de façon aisée. Sous contrôle de lunettes grossissantes (X5), la séreuse était 
incisé de façon prudente à la lame froide jusqu’aux couches musculaires sans effraction 
muqueuse. Le fragment tumoral était implanté à ce niveau, invaginé puis une suture séro-
musculaire était réalisée au fil résorbable 6/0 afin qu’aucun contact tumoral ne se fasse avec la 
cavité péritonéale. Après la greffe, la mini-laparotomie était refermée par du fil résorbable 
(6/0 pour le péritoine et 4/0 pour la peau). 
Quatre semaines après l’injection des cellules tumorales, une dose létale de pentobarbital 
sodique a été injectée aux souris. Les tumeurs spléniques et les foies ont été prélevés. Chaque 
échantillon a été divisé en deux parties : le premier morceau a été fixé dans le formol et, 
inclus dans la paraffine, et le second morceau a été fixé dans le glutaraldéhyde en vu d’une 
analyse en microscopie électronique. 
3. Techniques de suivi des modèles animaux 
1) Histologie 
Des coupes de rate et de foie de 4 μm d’épaisseur ont été réalisées au microtome et séchées à 
l’étuve pendant 48 heures. Les sections tissulaires ont ensuite été déparaffinées dans deux 
bains de methylcyclohexane, réhydratées dans des bains successifs d’alcool de degré 
décroissant et rincées dans un bain de PBS. Le démasquage des sites antigéniques a été 
effectué en plongeant les coupes dans du tampon citrate pH 6 et en les chauffant à 750 watts 
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pendant 2-3 minutes. Les coupes ont ensuite été rincées dans du PBS avant d’être immergées 
dans de l’eau oxygénée à 2% dans du PBS pendant 20 minutes. La saturation de l’activité de 
la peroxydase endogène a été suivie par un blocage des sites non spécifiques réalisé en 
incubant les coupes avec du sérum normal de chèvre dilué à 5% dans du PBS, pendant 20 
minutes. Les coupes ont été incubées pendant 1 heure avec un anticorps primaire dilué dans le 
PBS. Les coupes ont ensuite été rincées dans du PBS et incubées avec un anticorps secondaire 
spécifique d’espèce couplé à la peroxydase. Après une heure de contact avec cet anticorps, les 
coupes ont été rincées dans du PBS et le marquage a été révélé avec le substrat de la 
peroxydase, le 3’3-diaminobenzidine (DAB). Après apparition d’un marquage brun, les 
coupes ont été rincées dans de l’eau, contre-colorées dans de l’hématoxyline de Mayer, de 
nouveau rincées dans l’eau avant d’être finalement déshydratées dans des bains successifs 
d’alcool de concentration croissante, immergées dans deux bains de methylcyclohéxane et 
montées sous lamelles avec un milieu hydrophobe (Acrytol) 
?
Anticorps primaires
Chromogranine A 
α-SMA 
Anticorps secondaires 
Anti-lapin, Anti-souris 
Dilution 
1/500 
1/5000 
1/500, 1/50 
2) Analyse morphométrique
Cette étude a été réalisée à l’aide d’un logiciel de morphométrie : scion image. L’image a été 
numérisée en couleur avant d'être travaillée en noir et blanc (niveaux de gris). Le contour des 
tumeurs hépatiques et des vaisseaux sanguins a été manuellement et l'aire a été obtenue grâce 
à une extraction de donnée.
L’évaluation de la surface du foie envahie par les localisations hépatiques et de la densité 
vasculaire de ces tumeurs hépatiques a été analysée sur les coupes de foie marquées à la 
chromogranine A et  à l’α-SMA, respectivement.  
3) Microscopie électronique
Fixation des échantillons 
Les échantillons ont été fixés avec 2.5% de glutaraldéhyde dans du tampon cacodylate 
de sodium 0.1 M, pendant 1 heure à 4°C. Après un lavage de 2 heures à une nuit dans le 
même tampon additionné de saccharose 0.1 M, les échantillons ont subit une post-
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fixation de 1 heure dans une solution de tétroxide d'osmium 1 % dans un tampon 
cacodylate de sodium 0.1 M, à 4°C. 
Déshydratation et inclusion 
Les échantillons fixés ont été déshydratés des 3 bains successifs d’éthanol de concentration 
croissante (70°, 90° et 100°) de 30 minutes chacun, à température ambiante.  Les échantillons 
ont ensuite été imprégnés pendant 10 minutes dans de l'oxyde de propylène puis dans un 
mélange d'oxyde de propylène-épon pendant 2 heures, suivi d'une imprégnation dans de 
l'épon pur (Epox 812 Kit Fullam), pendant un minimum d'1 heure à température ambiante et à 
58°C pendant 24 heures pour la polymérisation. 
Coupes semi-fines et ultra-fines 
Après l'inclusion et la polymérisation, les blocs de résine ont été taillés en forme de pyramide 
autour de l'échantillon. Des coupes semi-fines (environ 2 μm d'épaisseur) ont été réalisées à 
l'aide de couteaux de verre avec un ultramicrotome Reichert et colorées sur une plaque 
chauffante au bleu de Methylène Azur II. 
Des coupes ultra-fines ont ensuite été effectuées à l'aide d'un couteau de diamant. Les 
coupes d'environ 70 nm d'épaisseur ont été recueillies sur des grilles de cuivre, colorées à 
l'acétate d'uranyle 5% et au citrate de plomb 1% avant d'être examinées au microscope 
électronique Jéol 100 CX 2 (Tokyo, Japon). 
?
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Article 1 
VEGF secretion by neuroendocrine tumor cells is inhibited by octreotide 
and by inhibitors of the PI3K/Akt/mTOR pathway 
VILLAUME K, BLANC M, GOUYSSE G, WALTER T, COUDERC C, NEJJARI M, 
VERCHERAT C, CORDIER-BUSSAT M, ROCHE C, SCOAZEC JY 
Soumis à Neuroendocrinology 
L’objectif  de notre étude était de déterminer les mécanismes impliqués dans la régulation de 
la synthèse et de la sécrétion du VEGF par les cellules endocrines néoplasiques et d’en 
évaluer les éventuelles applications thérapeutiques. 
Nous avons d’abord évalué la sécrétion basale du VEGF par trois lignées endocrines 
tumorales de degré de différenciation variable : STC-1, lignée d’origine intestinale, 
moyennement différenciée, INS-r3 et INS-r9, dérivées de la lignée INS1, d’origine 
pancréatique, bien différenciée. Nous avons mesuré in vitro, les taux de VEGF dans le milieu 
de culture après 48h. Le VEGF est sécrété en quantités importantes par les trois lignées ; les 
quantités sont supérieures pour les cellules INS r3 et INS r9  par rapport aux cellules STC-1. 
Nous avons exploré le rôle de trois voies susceptibles d’être impliquées dans la régulation de 
la sécrétion du VEGF par les cellules endocrines néoplasiques : la voie PI3K/Akt/mTOR, la 
voie p38/MAPK et la voie MEK./ERK en utilisant des inhibiteurs pharmacologiques.  
Nous avons montré que la rapamycine, inhibiteur de mTOR, inhibait significativement la 
sécrétion de VEGF par les trois lignées étudiées. LY294002, un inhibiteur de PI3K, inhibait 
significativement la sécrétion de VEGF dans STC-1 et INS-r3. SB203580, un inhibiteur de  
p38, entraîne également une diminution significative des taux de VEGF sécrétés par INS-r3 et 
INS-r9, mais pas par STC-1. PD98059, un inhibiteur de la voie MEK/ERK, n’avait pas d’effet 
détectable sur la sécrétion de VEGF par aucune des trois lignées. 
Nous avons vérifié que la rapamycine et LY294002 étaient capables d’inhiber la 
phosphorylation de mTOR et de ses effecteurs (comme p70s6K) dans les cellules étudiées. 
L’utilisation de ces inhibiteurs s’accompagnait également d’une diminution des taux 
intracellulaires de HIF1alpha, suggérant que leur action sur la synthèse et la sécrétion de 
VEGF passe par l’inhibition de la voie mTOR/HIF/VEGF.  
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Nous avons enfin étudié le rôle d’un analogue de la somatostatine, l’octréotide, susceptible de 
de moduler la sécrétion du VEGF par les cellules endocrines néoplasiques à travers plusieurs 
mécanismes : (a) en raison de son effet anti-sécrétoire général ; (b) en raison de son 
interaction possible avec la voie PI3K. Nous avons vérifié que l’octréotide était capable 
d’induire une diminution significative de la sécrétion de VEGF par les trois lignées étudiées. 
Nous avons également observé que le traitement par octréotide s’accompagnait d’une 
inhibition  de la phosphorylation d’Akt ce qui suggère une action au moins partiellement 
expliquée par l’interaction avec la voie PI3K/Akt/mTOR. 
Nous n’avons pas observé d’effet additif ou synergique des combinaisons d’inhibiteurs, 
notamment octréotide/rapamycine et rapamycine/ LY294002 sur la sécrétion de VEGF par les 
cellules endocrines néoplasiques. 
Nos résultats suggèrent donc que la régulation de la synthèse et de la sécrétion du VEGF dans 
les cellules endocrines néoplasiques passe par les voies PI3K/Akt/mTOR et p38/MAPK et 
que les rôles respectifs de ces voies varient en fonction du type cellulaire. Ils montrent que, au 
moins in vitro, des agents utilisés en thérapeutique, comme la rapamycine et l’octréotide, 
peuvent inhiber la sécrétion du VEGF par les cellules endocrines néoplasiques. Ces 
observations renforcent le concept que ces agents pourraient exercer une action anti-
angiogénique in vivo. 
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2ABSTRACT 
Gastroenteropancreatic (GEP) endocrine tumors are hypervascular tumors able to synthesize 
and secrete high amounts of VEGF. We aimed to study the regulation of VEGF production in 
GEP endocrine tumors and to test whether some of the drugs currently used in their treatment, 
such as somatostatin analogues and mTOR inhibitors, may interfere with VEGF secretion. We 
therefore analyzed the effects of the somatostatin analogue octreotide, the mTOR inhibitor 
rapamycin, the PI3K inhibitor LY294002, the MEK1 inhibitor PD98059 and the p38 inhibitor 
SB203850 on VEGF secretion, assessed by ELISA and Western blotting, in three murine 
neuroendocrine endocrine cell lines, STC-1, INS-r3 and INS-r9. Octreotide and rapamycin 
induced a significant decrease in VEGF production by all three cell lines; LY294002 
significantly inhibited VEGF production by STC-1 and INS-r3 only. We detected no effect of 
PD98059 whereas SB203850 significantly inhibited VEGF secretion in INS-r3 and INS-r9 
cells only. By Western blotting analysis, we observed decreased intracellular levels of VEGF 
and HIF1alpha under octreotide, rapamycin and LY294002. For rapamycin and LY294002, 
this effect was likely mediated by the inhibition of the mTOR/HIF1/VEGF pathway. In 
addition to its well-known anti-secretory effects, octreotide may also act through the 
inhibition of the PI3L/Akt pathway, as suggested by the decrease in Akt phosphorylation 
detected in all three cell lines. In conclusion, our study points out to the complex regulation of 
VEGF synthesis and secretion in neoplastic GEP endocrine cells and suggests that the 
inhibition of VEGF production by octreotide and rapamycin may contribute to their 
therapeutic effects. 
3INTRODUCTION 
Gastroenteropancreatic (GEP) neuroendocrine tumors appear to be good candidates for the 
use of anti-angiogenic therapeutic strategies: (a) they are highly vascularized tumors, 
associated with a dense intra-tumoral vascular network [1]; (b) like their normal counterparts, 
most neoplastic GEP endocrine cells are able to synthesize and secrete high levels of the 
potent pro-angiogenic factor VEGF, which is likely to play an important role in the 
development of the tumor-associated vascular network [2]. Some specifically designed anti-
angiogenic compounds, such VEGF traps and sunitinib, are currently under evaluation for the 
treatment of GEP neuroendocrine tumors, with promising results [3, 4]. However, several 
drugs already used, or in advanced stages of clinical evaluation, for the treatment of GEP 
neuroendocrine tumors, may also have anti-angiogenic properties in addition to their main 
therapeutic effects. This is especially the case for somatostatin analogues, primarily used for 
their anti-secretory effects and potential anti-tumor activities [5, 6], and for rapamycin and 
rapamycin analogues, primarily used for their anti-proliferative effects [7, 8].  
The anti-angiogenic effects of somatostatin and somatostatin analogues have been well 
documented in vitro [9-11] and are assumed to result from various direct and indirect 
mechanisms, including their capacities to block endothelial cell proliferation and to inhibit 
VEGF secretion by tumor cells, as demonstrated in several types of tumor cells, both in vitro 
and in vivo [12, 13]. The anti-angiogenic effects of rapamycin and rapalogues may also 
depend on several mechanisms, including: (a) the inhibition of Akt signalling in endothelial 
cells, which may result in the inhibition of VEGF-driven endothelial cell proliferation, (b) the 
inhibition of VEGF production by tumor cells, mainly through the inhibition of mTORC1-
dependent translation and stability of hypoxia-induced factor 1alpha (HIF1alpha) [14-16]. 
4We were therefore prompted to design an experimental in vitro study, based on three murine 
endocrine cell lines, in order: (a) to determine whether rapamycin and the somatostatin 
analogue octreotide are able to inhibit VEGF secretion by neoplastic GEP endocrine cells, (b) 
to evaluate the mechanisms involved, and (c) to gain insight into the regulation of VEGF 
synthesis and secretion in neoplastic GEP endocrine cells, which has been little explored so 
far, despite its physiopathological and potential therapeutic relevance.  
5MATERIAL AND METHODS 
Cell lines and culture conditions 
The intestinal STC-1 cell line, a gift from Guido Rindi (Department of Pathology and 
Laboratory Medicine, Parma, Italy), is derived from an endocrine tumor developed in the 
small intestine of a double transgenic mouse obtained by crossing two lineages expressing the 
rat insulin promoter linked, respectively, to the simian virus 40 large-T antigen and to the 
polyomavirus small-t antigen [17]. STC-1 cell line was routinely cultured in Dulbecco’s 
modified Eagle’s medium (DMEM) (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) supplemented with 
5% fetal calf serum (FCS) and antibiotics (100 IU/ml penicillin, 100 μg/ml streptomycin).  
The pancreatic INS-r3 and INS-r9 cell lines [18, 19], a gift of H.Wang (University of Geneva 
School of Medicine, Geneva, Switzerland), are clones derived from the parental INS-1 cell 
line established from a radio-induced rat pancreatic insulinoma [20]: INS-r3 cells show 
evidence of mixed alpha and beta cell differentiation, while INS r9 cells, also called INS r?, 
maintain a differentiated beta cell phenotype. Both INS1-derived clones were routinely 
cultured in RPMI supplemented with 10% fetal calf serum (FCS), 10mM HEPES, 50μM 2-
mercaptoethanol, 1mM Na pyruvate and antibiotics (100 IU/ml penicillin, 100 μg/ml 
streptomycin and 100 μg/ml geneticin). 
For comparison purposes, we used the well characterized colon cancer cell line HT29. 
Reagents 
The somatostatin analogue octreotide was obtained from Novartis (Basel, Switzerland). 
Rapamycin, LY294002, PD98059, and SB203580 were obtained from respectively, 
InVivoGen (San Diego, CA), Assay Designs (Ann Arbor, MI), Stressgen (Victoria, BC, 
Canada) and Promega (Madison, WI). Antibodies against Akt, phospho-Akt (Ser473), mTOR, 
6phospho-mTOR (Ser 2448), p70S6K, phospho-p70S6K (Thr389) were from Cell Signaling 
Technologies (Beverly, MA); anti-VEGF antibody (905-164) was from Assay Designs; anti-
HIF-1? antibody (MAB1536) was from R&D Systems (Minneapolis, MN); anti ?-tubulin 
(B5-1-2) antibody was purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, MO). 
In vitro VEGF assay 
VEGF production was evaluated essentially as previously described [12], in serum-free 
cultures of STC-1, INS-r3 and INS-r9 cells. The amounts of VEGF protein in the culture 
medium was determined by using the Quantikine® VEGF ELISA kit (R&D Systems) 
according to the manufacturer’s instructions. For determination of the amount of secreted 
VEGF protein, cells were seeded at 2.105 cells/well in six-plate wells. They were grown for 
48 hours in DMEM medium or RPMI medium with FCS. After 48 hours of culture, they were 
changed to a serum-deprived medium and then cultured in the presence of octreotide 10-7M, 
rapamycin 11 nM, LY294002 5μM or 15 μM, PD98059 15 μM, SB203580 5μM. VEGF 
assay was performed in the supernatant collected at various times of culture, from 30 minutes 
to 48 hours, in serum-free medium. Results are expressed in percentage of control. 
Experiments were repeated at least three times and performed in triplicates. To make easier 
the comparisons from one cell line to another, we decided to normalize the final result of the 
VEGF assay, expressed per mg of protein in the corresponding cell lysates, as a percentage of 
the control used in the same experiment. 
Protein extraction and Western blot analysis
Cells were washed with cold PBS and lysed in cold solubilization buffer (pH 8) containing 
150 mM NaCl, 50mM Tris-base, 2 mM EDTA, 0.5% deoxycholate, 0.1% SDS, 1% NP40, 2 
mM orthovanadate and 20 mM NaF. Cell lysates were resolved on 7.5-10% SDS 
7polyacrylamide gel and blotted to Protran nitrocellulose membranes (Whatman, Maidstone, 
UK) or PVDF membranes (Millipore, Billerica, MA). Saturation was achieved in 0.1% 
Tween in Tris-buffered saline with 5% milk for 1 hour. The membranes were probed with 
primary antibodies overnight at +4°C, washed and incubated with appropriate 
immunoperoxidase-conjugated secondary antibodies (Jackson ImmunoResearch Laboratories, 
West Grove, PA) for 1 hour at room temperature. Antibody binding was detected using ECL 
Western Blotting Detection System (Covalab, Villeurbanne, France). Tubulin was used as an 
internal control to normalize the results. The quantitative analysis of Western blots was 
performed with Quantity One software (BioRad, Hercules, CA).  
MTT cell viability assay 
Cells were seeded at a density of 3000 cells/well and 6000 cells/well in 96-plate wells and 
maintained 48h in normal culture conditions. Octreotide (10-7 M), LY294002 (5 and 15μM), 
rapamycin (11nM), PD98059 (15μM) and SB203580 (5μM) were then added for 24h or 48h. 
20μL MTT solution ((4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide, 5mg/mL) 
was added to each well and the plates were incubated at 37°C for 150 min. The supernatant 
was then discarded and 100μL of DMSO was added to dissolve formazan crystals, generating 
a blue-purple color. The absorbance was measured at 540nm. 
Statistical analysis 
Results are presented as mean +/- SEM. Significant differences were analyzed by using 
Mann-Whitney and Student-t tests. p<0.05 was required for statistical significance. 
8RESULTS 
STC-1, INS-r3 and INS-r9 endocrine cell lines constitutively secrete high levels of VEGF 
We first characterized the pattern of VEGF expression by the three endocrine cell lines used 
in this study. We verified that, in keeping with our own previous results [21], all three cell 
lines constitutively secreted VEGF protein in their culture medium. In all three cell lines, and 
in accordance with previous observations with other cell lines [12], the amounts of VEGF 
detected in the culture medium progressively increased to reach a plateau between 24 and 48 
hours. The concentrations of VEGF protein detected in the culture medium at 24 hours were 
variable according to the cell line: there constantly were 4 to 6 fold higher in INS-r3 or -r9 
supernatants than in STC-1 supernatants (Figure 1). As expected, Western blotting of cell 
lysates confirmed the presence of intracellular VEGF protein in all three cell lines. The 
apparent levels of intracellular VEGF protein were in keeping with the amounts of protein 
respectively secreted in the culture medium by the corresponding cell line: they were much 
higher in INS-r3 and -r9 cell lines than in STC-1 cell line (Figure 2). The intracellular and 
secreted levels of VEGF detected in the three endocrine cell lines under study were much 
higher than in the colon cancer cell line HT29 used for comparison purposes (Figures 1 and 
2). 
  
Octreotide inhibits VEGF secretion by STC-1, INS-r3 and INS-r9 endocrine cell lines 
We first evaluated the effects of octreotide 10-7M on cell viability using the MTT assay. A 
decrease in the number of STC-1 viable cells by about 20 % was observed at 24 hours; no 
significant decrease was observed for INS1-derived cells. 
We then studied the effects of octreotide 10-7M on VEGF secretion by STC-1, INS-r3 and 
INS-r9 cell lines. A progressive decrease in the amounts of VEGF detected in the culture 
9medium was observed with time, as compared to controls. The decrease was statistically 
significant at 48 hours of culture for all three endocrine cell lines (Figure 3) (Student’s t-test, 
p<0.05).  
The mTOR inhibitor rapamycin inhibits VEGF secretion by STC-1, INS-r3 and INS-r9 
endocrine cell lines 
We first evaluated the effects of rapamycin 11nM on cell viability in STC-1, INS-r3 and INS-
r9 cell lines using the MTT assay. At 24 hours, a significant decrease in the number of viable 
cells, by about 30%, was observed for STC-1 cells; there was no significant decrease in the 
number of viable INS1-derived cells. 
We then studied the effects of rapamycin 11nM on VEGF secretion by STC-1, INS-r3 and 
INS-r9 cell lines. The amounts of VEGF secreted and accumulated in the culture medium 
decreased with time for all three cell lines (Figure 4). At 48 hours, the decrease was 
statistically significant for all three cell lines (Student’s t-test, p<0.05). However, the response 
was earlier for STC-1, which showed a statistically significant decrease as soon as 8 hours, 
than for INS-r3 and -r9, which showed a significant decrease only at 48 hours (Figure 3). In 
addition, the decrease in VEGF secretion observed in the presence of rapamycin was higher 
for STC-1 cells than for INS-r3 and -r9 cells (respectively, 56±9 % as compared to 38±8% 
and 39±7% of control at 48 hours).   
The PI3-kinase inhibitor LY294002 inhibits VEGF secretion by STC-1 cells and INS-r3 
endocrine cell lines 
We first evaluated the effects of LY294002 on cell viability in STC-1, INS-r3 and INS-r9 cell 
lines. At 24 hours, a marked decrease in the number of viable cells, by about 40%, was 
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observed for STC-1 cells at both 5 μM and 15μM concentrations, and for INS1-derived cells 
only at 15 μM concentration. 
We then studied the effects of two concentrations of LY294002, 5μM or 15 μM, on VEGF 
secretion by STC-1, INS-r3 and INS-r9 cell lines. The effects were different according to the 
cell line. In STC-1 cells, a statistically significant decrease in VEGF concentrations was 
measured in the culture medium after 8 hours of exposition to LY294002, either 5μM or 15 
μM (Figure 5A). However, with LY294002 5 μM, a slight increase in VEGF concentrations 
was observed at 24 and 48 hours, as compared to 8 hours. With LY294002 15 μM, this late 
increase was not observed and the concentrations of VEGF in the culture medium remained 
low, at about 50% of the control. These results suggest that low concentrations of LY294002 
result in a transient inhibition of VEGF secretion by STC-1 cells and that higher 
concentrations are required to maintain the inhibitory effect of LY294002.  
In INS-r3 cells, the effects of LY294002 were detectable only for high concentrations (15 
μM) (Figure 5B). With LY294002 5 μM, only a slight, transient and marginally significant 
effect was observed. With LY294002 15 μM, a statistically significant decrease in VEGF 
concentrations was obtained at 8 hours and persisted until 48 hours. 
In INS-r9 cells, we detected no significant effect of 5 or 15 μM LY294002 on VEGF 
concentrations in the culture medium (Figure 5C). 
The MEK/ERK inhibitor PD98059 has no effect on VEGF secretion by STC-1, INS-r3 
and INS-r9 endocrine cell lines 
There was no significant variation in the number of viable cells in the presence of PD98059, 
as evaluated through the MTT assay. We verified that, in our culture conditions, the use of 
this selective MEK1 inhibitor had no significant effect on VEGF concentrations measured in 
the culture medium for any of the three endocrine cell lines studied (Figure 6).  
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The p38 kinase inhibitor SB203580 inhibits VEGF secretion by INS-r3 and INS-r9 
endocrine cell lines 
There was no significant variation in the number of viable cells in the presence of SB203850 
5 μM, as evaluated through the MTT assay. This selective p38 kinase inhibitor induced no 
significant variation in the amounts of VEGF detectable in the culture medium of STC-1 cells 
at 8 and 24 hours (Figure 7). In contrast, a statistically significant decrease in VEGF 
concentrations was observed at the same time points for INS-r3 and INS-r9 cells (Figure 7).  
Combining inhibitors of VEGF secretion has no synergistic effect in STC-1, INS-r3 and 
INS-r9 endocrine cell lines 
We studied, in the same culture conditions and with the same protocol, the effects of the 
following combinations of inhibitors on VEGF secretion by STC-1, INS-r3 and INS-r9 cells: 
octreotide 10-7M + rapamycin 11nM, rapamycin 11nM + LY294002 15μM, octreotide 10-7M 
+ SB203580 5μM, rapamycin 11nM + SB203580 5μM. In all cases, we observed that the 
inhibition of VEGF secretion was comparable to that observed with the most potent of the two 
inhibitors (Figure 8): no additive or synergistic effect was detected in our technical 
conditions.
Octreotide, rapamycin and LY294002 interact with the PI3K/Akt/mTOR pathway to 
inhibit HIF1alpha accumulation 
Western blotting analysis of lysates from STC-1, INS-r3 and INS-r9 treated with octreotide 
10-7M, rapamycin 11nM and LY294002 15μM was performed to study the variations in the 
intracellular levels of VEGF and HIF1alpha. In controls, VEGF and HIF1alpha were readily 
detected until 24 hours. Under treatment by octreotide, rapamycin and LY294002, a marked 
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decrease in the apparent intracellular levels of both VEGF and HIF1alpha were observed 
(Figure 9). 
Since the PI3K/Akt/mTOR pathway is known to play a pivotal role in the regulation of 
translation and stability of HIF1alpha, we then analyzed, in the same samples, from 0 to 24 
hours, the variations in the expression of key components of this pathway (Akt and phospho-
Akt, mTOR and phospho-mTOR) and one of the mTORC1 effector, p70S6K1 and its 
phosphorylated form (Figure 10). 
Under octreotide treatment, in all three endocrine cell lines examined, the only significant 
variation was detected in the apparent levels of phospho-Akt, which were slightly to 
moderately decreased in all three cell lines under study, whereas the levels of Akt were stable; 
we were unable to detect any significant variation in the apparent levels of the phosphorylated 
forms of mTOR and p70S6K1.   
Under rapamycin treatment, in all three endocrine cell lines, the apparent levels of p70S6K1 
and mTOR remained stable whereas the apparent levels of phospho-p70S6K1 (Thr389) and 
phospho-mTOR were decreased as compared to controls. No significant variation was 
detected in the apparent levels of phospho-Akt, except in INS-r3 cells in which a slight 
decrease was observed. 
Under LY294002 treatment, in all three cell lines, a significant decrease in the apparent levels 
of phospho-Akt was detectable, whereas the levels of Akt were stable. As for rapamycin, a 
marked decrease in the apparent levels of phospho-p70S6K1 (Thr389) and a slighter, but 
significant, decrease in the apparent levels of phospho-mTOR were detectable in all three cell 
lines. 
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DISCUSSION 
In this study, we used the murine endocrine cell lines STC-1, INS-r3 and INS-r9 to 
demonstrate that both octreotide and rapamycin, as well as the PI3kinase inhibitor LY294002 
and the p38 inhibitor SB203850, are able to inhibit the secretion of VEGF by neoplastic GEP 
endocrine cells. In addition to their potential therapeutic relevance, these results give new 
insight about the mechanisms of the regulation of VEGF expression and secretion in 
neoplastic endocrine cells. 
In accordance with our previous results [21], we verified that all three cell lines investigated 
in this study are able to synthesize and secrete VEGF protein. Since VEGF is assumed to have 
a very short half-life in extracellular compartments [22, 23], the amounts of VEGF measured 
in the culture medium are likely to result from active secretion rather than from mere 
accumulation of the protein; the apparent increase observed with time may be a result of the 
progressive adaptation of cells to serum deprivation, as demonstrated previously for other cell 
lines [12]. It is interesting to note that the VEGF concentrations measured in the culture 
medium of the two insulin-producing clones INS-r3 and INS-r9 are much higher than those 
measured for the somatostatin-producing STC-1 cell clone: our results are therefore in 
keeping with several previous in vivo and in vitro studies which have already suggested the 
existence of a close correlation between insulin synthesis and VEGF production [24-27]. It 
must be noted that, even if the concentrations of VEGF measured in the culture medium of 
STC-1 cells are lower than for INS1-derived clones, they remain however higher than those 
observed for non endocrine cell lines in our experience as well as in the literature [12, 28, 29]. 
This confirms that VEGF is constitutively produced in high quantities by normal and 
neoplastic GEP endocrine cells. 
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We demonstrated here that octreotide treatment was able to significantly decrease VEGF 
secretion in the three endocrine cell lines tested. All three cell lines are known to express 
somatostatin receptors, as verified in our laboratory and as shown by previous studies [30]. 
The capacity for somatostatin and somatostatin analogues, such as octreotide, to inhibit VEGF 
release by tumor cells has been previously demonstrated, either in vitro or in vivo, in several 
non endocrine cell types [12, 13, 31, 32] and, among endocrine cells, in pituitary cells [33, 
34]. The comparable effects reported here for GEP endocrine cells are of particular interest in 
view of the large therapeutic use of somatostatin analogues in the treatment of GEP endocrine 
tumors: their inhibitory effects on VEGF production by tumor cells, if confirmed in vivo, may 
contribute to their antitumor properties.   
Several mechanisms may contribute to the inhibitory effects of somatostatin and somatostatin 
analogues on VEGF production by tumor cells. The first hypothesis is that they block VEGF 
secretion as part of their general anti-secretory effects, which are assumed to be related to 
their capacity to block calcium mobilization and AMPc production [6, 35]. This mechanism 
may be especially important in endocrine tumor cells. It has been shown that, in normal as 
well as in neoplastic endocrine cells, VEGF is stored in large secretory granules, the specific 
storage organelles which also contain hormonal peptides and granins, like chromogranin A 
[36]. The inhibition of the exocytosis of large secretory granules by octreotide and other 
somatostatin analogues may therefore affect the release of VEGF as well as that of hormonal 
peptides. In addition to their anti-secretory effects, somatostatin analogues may also directly 
interact with VEGF synthesis: in some cell types, octreotide, like other somatostatin 
analogues, has been shown to induce a decrease in the intracellular amounts of VEGF mRNA 
and protein [12, 13]. Finally, it has recently been shown that octreotide may interact with the 
Akt/mTOR pathway [6]: this raises the possibility that octreotide may inhibit HIF-dependent 
VEGF production, as suggested in our study by the demonstration that octreotide treatment is 
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associated with decreased HIF intracellular levels. Several concurrent studies, using different 
types of endocrine and non endocrine cells, have suggested that somatostatin and somatostatin 
analogues are able to inhibit PI3K and its downstream pathway [30, 37-39]. In our study, as in 
previous ones [30], octreotide was found to be able to exert significant inhibitory effects on 
the phosphorylation of Akt, comparable to those induced by the specific PI3K inhibitor 
LY294002. However, in our technical conditions, we were unable to verify the inhibitory 
effects on the phosphorylation of mTOR and p70S6K1 reported in INS1 cells by a previous 
study [30], but with different concentrations of octreotide and at earlier time points.   
We then evaluated the effects of rapamycin treatment on VEGF production by neoplastic 
endocrine cell lines. In our hands, rapamycin induced a significant decrease in VEGF 
secretion by all the three endocrine cell lines studied, but with slightly different kinetics. The 
effects were earlier and stronger in the STC-1 cell line than in INS1-derived cell clones, 
which might indicate a difference of sensitivity to rapamycin according to the cell line, in 
keeping with comparable observations previously reported for other cell types [40]. In the 
three cell lines investigated, rapamycin treatment markedly decreased the phosphorylation 
levels of Akt, mTOR, as well as of the downstream mTOR effector p70S6K1. Since we 
verified that rapamycin treatment induces a decrease in HIF1 alpha intracellular levels, 
rapamycin likely blocks VEGF production in STC-1 and INS1-derived clones through the 
mTORC1/HIF pathway.  
Our findings therefore expand the spectrum of the functional effects of rapamycin treatment 
on neoplastic endocrine cells. So far, most studies have concentrated on the anti-proliferative 
and pro-apoptotic effects of rapamycin or rapamycin analogues, such as everolimus 
(RAD001), in various human or murine endocrine cell lines [8, 30, 41, 42]. Our 
demonstration that rapamycin is able to inhibit VEGF secretion by neoplastic endocrine cells 
suggests that the in vivo action of this drug may be also mediated through anti-angiogenic 
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effects, as previously demonstrated in tumors of other origins [14] and as suggested by 
unpublished data from our laboratory. 
We then compared the effects of several pharmacological inhibitors to further analyze the 
intracellular signalling pathways involved in the regulation of VEGF expression in 
neuroendocrine cell lines. In our hands, the PI3kinase inhibitor LY294002 was able to inhibit 
VEGF secretion by STC-1 cells and INS-r3 but not INS-r9 cells. Moreover, low 
concentrations of the inhibitor usually resulted in a transient inhibition, while a prolonged 
inhibition required the use of high concentrations of LY294002. Like rapamycin, LY294002 
interacted with the mTOR pathway, and was associated with decreased phosphorylation of 
mTOR. Our results therefore confirm the involvement of PI3K as an upstream point in the 
regulation of VEGF production, as previously demonstrated in a large number of cells of 
various origins, both epithelial and mesenchymal, in the basal state or after stimulation [40, 
43-57]. 
We then explored the role of two other signalling pathways known to be involved in VEGF 
regulation, in the basal state or in response to growth factor stimulation: the MEK/ERK 
pathway [40, 43, 44, 49, 52, 54-56, 58-60] and the p38/MAP kinase pathway  [47, 53, 61, 62]. 
In the three endocrine cell lines under study, the MEK/ERK inhibitor PD98059 had no effect 
on VEGF secretion while the p38 inhibitor SB203580 induced a marked decrease in VEGF 
secretion by INS1 derived clones but not STC-1 cells. The sensitivity to pharmacological 
inhibitors seems to be variable according to the endocrine cell line, in keeping with previous 
studies showing that the regulation of VEGF expression may depend not only from the cell 
type, but also from the oncogenic pathway operating in the transformed cell.  
We finally explored the effects of combinations of inhibitors on VEGF secretion. We 
observed any synergistic or additive effect for any of the combinations tested, including 
rapamycin + octreotide, rapamycin + LY294002 and octreotide + LY294002. This recalls the 
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absence of synergistic effect observed in previous studies between rapamycin (or rapamycin 
analogues) and octreotide for the inhibition of cell proliferation in endocrine cell lines [30].  
In conclusion, the secretion of VEGF by three different endocrine cell lines is significantly 
decreased by octreotide and by inhibitors of the PI3K/Akt/mTOR pathway, including 
rapamycin and LY294002. Furthermore, our results indicate that the effects of octreotide are 
likely to be mediated, at least in part, through the inhibition of the PI3K/Akt pathway. Further 
studies are needed to determine whether such effects may contribute to the therapeutic effects 
of octreotide and rapamycin in vivo. 
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LEGENDS TO FIGURES 
Figure 1: Concentrations of VEGF protein (expressed in pg/mg of protein in cell lysates) in 
the culture medium at 24 hours of culture for STC-1, INS-r3 and INS-r9 neuroendocrine cell 
lines, as compared to the colon cancer cell line HT29 used for comparison purposes (results 
from a representative experiment performed in triplicate). 
Figure 2: Intracellular levels of VEGF protein detected by Western blotting of cell lysates at 
24 hours of culture for STC-1, INS-r3 and INS-r9 neuroendocrine cell lines, as compared to 
the colon cancer cell line HT29. Tubulin was used as an internal control. 
Figure 3: Effects of octreotide 10-7M on the concentrations of VEGF in the culture medium 
after 0, 8, 24 and 48 hours of treatment for STC-1, INS-r3 and INS-r9 cells; results are 
expressed as a % of control (black bars: 0 hour; hatched bars: 8 hours; grey bars: 24 hours; 
open bars: 48 hours; asterisks indicate significant differences from the control). 
Figure 4: Effects of rapamycin 11nM on the concentrations of VEGF in the culture medium 
after 0, 8, 24 and 48 hours of treatment for STC-1, INS-r3 and INS-r9 cells; results are 
expressed as a % of control (black bars: 0 hour; hatched bars: 8 hours; grey bars: 24 hours; 
open bars: 48 hours; asterisks indicate significant differences from the control). 
Figure 5: Effects of LY294002 5μM (black bars) or 15 μM (grey bars) on the concentrations 
of VEGF in the culture medium after 24 of treatment for STC-1, INS-r3 and INS-r9 cells; 
results are expressed as a % of control (asterisks indicate significant differences from the 
control). 
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Figure 6: Effects of PD98059 15 μM on the concentrations of VEGF in the culture medium 
after 0, 8, 24 and 48 hours of treatment for STC-1, INS-r3 and INS-r9 cells; results are 
expressed as a % of control (black bars: 0 hour; hatched bars: 8 hours; grey bars: 24 hours; 
open bars: 48 hours). 
Figure 7: Effects of SB203580 5μM on the concentrations of VEGF in the culture medium 
after 0, 8, and 24 hours of treatment for STC-1, INS-r3 and INS-r9 cells; results are expressed 
as a % of control (black bars: 0 hour; hatched bars: 8 hours; open bars: 24 hours; asterisks 
indicate significant differences from the control).
Figure 8: Effects of various combinations of pharmacological inhibitors on VEGF 
concentrations in the culture medium after 24 hours of treatment for STC-1 (black bars), INS-
r3 (grey bars) and INS-r9 (open bars) cells (O/R: octreotide 10-7M + rapamycin 11nM; R/LY: 
rapamycin 11nM + LY294002 15μM; O/SB: octreotide 10-7M + SB203580 5μM; R/SB: 
rapamycin 11nM + SB203580 5μM).  
Figure 9: Apparent expression levels of VEGF and HIF1alpha in STC-1 cells in controls and 
after 0, 2, 8 and 24 hours of treatment by octreotide 10-7M, rapamycin 11nM and LY294002 
15μM. Tubulin was used as an internal control. 
Figure 10: Apparent expression levels of Akt, phospho-Akt (Ser473), mTOR, phospho-
mTOR (Ser 2448), p70S6K, phospho-p70S6K (Thr389) in STC-1, INS-r3 and INS-r9 cells in 
controls and after 0, 2, 8 and 24 hours of treatment by octreotide 10-7M, rapamycin 11nM and 
LY294002 15μM. 
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L’objectif principal de ce travail était de rechercher des arguments expérimentaux pouvant 
montrer l’éventuelle dissociation entre l’activité angiogénique et la progression tumorale et de 
définir un rôle pour le VEGF dans ce processus.  
Dans ce but, nous avons comparé deux lignées endocrines tumorales, STC-1 et INSr3. Nous 
avons d’abord mesuré la production de VEGF par ces deux lignées : la production de VEGF 
par la lignée INSr3, bien différenciée, était plus élevée que celle de la lignée STC-1, 
moyennement différenciée.  
Nous avons ensuite comparé le comportement de ces deux lignées dans le modèle de 
xénogreffe orthotopique dans la paroi caecale chez la souris nude développé au laboratoire. 
Une première partie du travail, menée chez 18 souris nude de 4 semaines, nous a permis 
d’établir la cinétique de croissance locale et de dissémination métastatique pour la lignée 
STC-1. La deuxième partie du travail a comparé l’invasion locale et la dissémination 
métastatique 8 semaines après xénogreffe de cellules STC-1 et INSr3 dans deux groupes de 8 
animaux chacun. Les paramètres suivants ont été évalués après le sacrifice des animaux et 
leur autopsie: 
- mesure de la densité vasculaire intra-tumorale dans la tumeur « primitive », considérée 
comme un reflet de l’angiogenèse tumorale ; 
- signes d’invasion locale : nous avons tenu compte du fait que la progression locale se 
fait, dans notre modèle, de la périphérie de la paroi digestive vers la lumière ou, en 
d’autres termes, de l’adventice vers la muqueuse ; 
- signes de dissémination métastatique : nous avons recherché l’existence de métastases 
ganglionnaires régionales et de métastases hépatiques.  
Nous avons vérifié que la densité vasculaire intra-tumorale était plus élevée dans les tumeurs 
dérivées des cellules INSr3 que dans les cellules STC-1, en accord avec les différences 
observées dans les niveaux respectifs de production du VEGF par ces deux lignées tumorales. 
De plus, le réseau microvasculaire présentait des signes d’activité angiogénique dans les 
????
?
tumeurs dérivées des cellules STC-1 avec des vaisseaux larges, irréguliers et bordés de 
cellules endothéliales prolifératives au contraire des tumeurs dérivées des cellules INSr3 où 
les vaisseaux étaient petits, structurés et bordés par des cellules endothéliales dépourvues 
d’activité proliférative significative.  
Les capacités invasives locales étaient plus faibles dans les tumeurs dérivées des cellules 
INSr3 que dans celles dérivées des cellules STC-1 : après 8 semaines d’évolution, toutes les 
tumeurs dérivées des cellules STC-1 avaient envahi la totalité de la paroi digestive, jusqu’à la 
muqueuse comprise ; au contraire, aucune des tumeurs dérivées des cellules INSr3 n’avait 
dépassé la musculaire muqueuse et envahi la muqueuse. Des différences comparables 
s’observaient pour les capacités métastatiques : après 8 semaines d’évolution, des métastases 
hépatiques étaient présentes chez 7 animaux porteurs de tumeurs dérivées des cellules STC-1 
mais chez aucun des animaux porteurs de tumeurs dérivées de cellules INSr3. Les cellules 
INSr3 étaient cependant bien capables de métastaser puisque tous les animaux étaient porteurs 
de métastases ganglionnaires : notre interprétation est que la cinétique de la dissémination est 
plus lente dans les tumeurs dérivées des cellules INSr3 que dans les tumeurs dérivées des 
cellules STC-1. 
   
En résumé, l’utilisation de ce modèle animal proche de la situation physiopathologique nous a 
permis de montrer une dissociation entre les capacités angiogéniques et les capacités 
invasives et métastatiques dans les cellules endocrines digestives. Nos observations in vivo 
confirment le rôle joué par le VEGF dans l’induction du processus angiogénique dans les 
tumeurs endocrines digestives. Elles confirment également le lien entre expression de VEGF 
et différenciation cellulaire : les cellules les mieux différenciées synthétisent et sécrètent 
davantage de VEGF que les cellules moins bien différenciées.  
?
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Background. Clinical observations suggest that in
neuroendocrine digestive tumors a high intratumoral
microvascular density is associated with good progno-
sis. We used an experimental orthotopic xenograft
model to analyze the relations between angiogenic ac-
tivity and tumor progression in this tumor subset.
Material and methods. We compared 2 endocrine cell
lines: STC-1, a low vascular endothelial growth factor
(VEGF)-producing cell line, and INS-r3, a high VEGF-
producing cell line. Tumor cells were grafted in the
adventitial layer of the caecal wall of nude mice, sac-
riﬁced after 8 wk.
Results. At 8 wk, “primary” tumors were present in
all animals. STC-1 derived tumors were morphologi-
cally moderately differentiated, with high prolifera-
tive and apoptotic activities; in contrast, INS-r3 de-
rived tumors were well differentiated, with low
proliferative and apoptotic activities. VEGF was ex-
pressed in <50% grafted STC-1 cells but in >90% of
grafted INS-r3 cells. Microvascular density was signif-
icantly higher in INS-r3 derived tumors than in STC-1
derived tumors. All STC-1 derived tumors (n  8) have
invaded the mucosa, in contrast to none of the INS-r3
derived tumors (n  8); liver metastases were detected
in 7/8 animals bearing STC-1 derived tumors and in 0/8
animals with INS-r3 derived tumors, despite the pres-
ence of lymph node metastases.
Conclusions. Our experimental data concur with
clinical ﬁndings to suggest that in well differentiated
digestive neuroendocrine tumors angiogenesis is dis-
connected from tumor progression: the development
of a highly vascular tumor microenvironment is cor-
related with VEGF secretion but is not associated with
invasive and metastatic properties; it must therefore be
regarded as an indirect marker of differentiation. © 2009
Elsevier Inc. All rights reserved.
Key Words: neuroendocrine tumors; digestive endo-
crine tumors; VEGF; angiogenesis; progression; metas-
tasis; invasion; animal model.
INTRODUCTION
In most carcinomas, a high intratumoral microvas-
cular density is correlated with an adverse prognosis
and an increased risk of local invasion and metastatic
dissemination [1]. The high intratumoral vascular den-
sity observed in malignant tumors results from a pro-
cess of tumor angiogenesis, driven by the increased
local concentrations of proangiogenic factors secreted
by either tumor cells or stromal cells [2]. One of the key
factors involved in the process of tumor angiogenesis is
vascular endothelial growth factor (VEGF): its impor-
tance has been recently exempliﬁed by the successful
application of targeted anti-VEGF strategies in the
treatment of several types of human cancers [2, 3].
However, some epithelial tumors do not comply with
this general model. Neuroendocrine digestive tumors
are one of these exceptions. Neuroendocrine digestive
tumors are uncommon tumors of epithelial origin, in
which neoplastic cells retain many of the structural
and functional characters of normal endocrine cells,
including the expression of typical endocrine and neu-
roendocrine markers (such as, respectively, chromo-
granin A and synaptophysin) and the capacity to syn-
thesize, store, and secrete peptidic hormones and
neuropeptides [4]. One of the most typical features of
neuroendocrine digestive tumors, either primary or
metastatic, is their hypervascular character [5], due to
their high intratumoral microvascular density, remi-
niscent of the high microvascular density found in nor-
1 To whom correspondence and reprint requests should be ad-
dressed at INSERM U865, Faculté Laennec, Université de Lyon,
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mal endocrine tissues [6–8]. Several recent studies
[9–12] have shown that in neuroendocrine digestive
tumors, unlike in other digestive epithelial tumors,
intratumoral microvascular density is higher in benign
than in malignant tumors. Moreover, in malignant en-
docrine tumors, a high intratumoral microvascular
density is associated with good prognosis, prolonged
survival, and low risk of local invasion and metastatic
dissemination [9, 10]. To explain these clinical obser-
vations, it has been hypothesized that in well differ-
entiated neuroendocrine tumors, the mechanisms of
tumor angiogenesis recapitulate the tissue-speciﬁc
mechanisms of angiogenesis operating in normal endo-
crine organs: the high vascular density of these tumors
would therefore be a marker of differentiation and not
of aggressiveness [9]. In contrast, in less differentiated
neuroendocrine tumors, the mechanisms of tumor an-
giogenesis might be nonspeciﬁc and may result from
the angiogenic switch secondary to hypoxia and/or ac-
cumulating genetic abnormalities [10].
Several lines of evidence support this hypothesis: (1)
like normal endocrine cells [8, 13–15], the neoplastic
cells of well differentiated neuroendocrine digestive
tumors have the capacity to synthesize, store and se-
crete VEGF in a constitutive manner [16]; in contrast,
VEGF expression is inconstant and heterogeneous in
poorly differentiated tumors [10]; (2) direct or indirect
signs of hypoxia are absent in well differentiated neu-
roendocrine digestive tumors but are frequent in less
differentiated malignant tumors [10]; (3) signs of active
angiogenic activity, such as increased endothelial cell
proliferation and abnormal vascular architecture, are
much more prominent in poorly differentiated than in
well differentiated tumors [12].
To gain further insight into the mechanisms of tu-
mor angiogenesis in neuroendocrine digestive tumors,
we designed an orthotopic xenograft model able to re-
produce the main stages of the natural history of the
disease, including local invasion and metastatic dis-
semination. We used this model to compare several
endocrine cell lines differing by their pattern of VEGF
expression to analyze the relations between VEGF se-
cretion, angiogenic activity, and tumor progression in
neuroendocrine digestive tumors.
MATERIALS AND METHODS
Cell Lines and Culture Conditions
The intestinal STC-1 cell line, a gift from D. Hanahan through the
courtesy of A. Leiter (New England Medical Center, Boston, MA), is
derived from an endocrine tumor developed in the small intestine of
a double transgenic mouse obtained by crossing 2 lineages express-
ing the rat insulin promoter linked, respectively, to the simian virus
40 large-T antigen and to the polyomavirus small-t antigen [17].
STC-1 cells are known to synthesize and secrete several hormonal
peptides, including somatostatin, cholecystokinin, and TGLP-1. STC-1
cell line was routinely cultured in Dulbecco’s modiﬁed Eagle’s medium
(DMEM; Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) supplemented with 5%
fetal calf serum (FCS), 2 mM glutamine and antibiotics (100 UI/mL
penicillin, 100 g/mL streptomycin).
The GLUTag cell line was established from a large bowel neu-
roendocrine tumor developed in a transgenic mouse expressing a
glucagon gene-simian virus-40 large T-antigen (GLUTag) fusion
gene [18]. GLUTag cells were routinely cultured in DMEM (low
glucose) containing 10% fetal bovine serum.
The pancreatic INS-r3 cell line, a gift of H. Wang (University of
Geneva School of Medicine, Geneva, Switzerland), is a clone derived
from the parental INS-1 cell line established from a radio-induced
rat insulinoma. INS-r3 cells were routinely cultured in RPMI sup-
plemented with 10% FCS, 2 mM glutamine, 10 mM HEPES, 50 M
2-mercaptoethanol, 1 mM Na pyruvate and antibiotics (100 UI/mL
penicillin, 100 g/mL streptomycin, and 100 g/mL geneticin).
The MIN6 cell line was established from an insulinoma obtained
by targeted expression of the simian virus 40 T antigen gene in
transgenic mice [19]. MIN6 cells retain a glucose-stimulated insulin
secretion. They were cultured in a 50/50 mixture of Hams F 12K
nutrient medium and DMEM supplemented with 10% of fetal bovine
serum, penicillin (100 UI/mL) and streptomycin (100 g/mL) incu-
bated in 5% CO2 and 95% air at 37°C.
The RIN-m5F is derived from a rat pancreatic -cell endocrine
tumor induced by high dose irradiation [20]. RIN-m5F cells secrete
insulin and somatostatin. They were grown in RPMI 1640 medium
supplemented with 10% of fetal bovine serum, penicillin (100 UI/mL)
and streptomycin (100 g/mL) incubated in 5% CO2 ad 95% air at
37°C.
In vitro VEGF Assay
The secretion of VEGF by endocrine cell lines was determined by
using a Quantikine mouse VEGF immunoassay kit (R and D Sys-
tems, Minneapolis, MN) according to the manufacturer’s instruc-
tions. For determination of the amount of secreted VEGF protein,
cells were seeded at 1.106 cells/well in 6-plate wells. They were grown
for 48 h in DMEM medium or RPMI medium with FCS; after 48 h of
culture, they were changed to a medium devoid from FCS and con-
taining 100 ng/mL hepatocyte growth factor (HGF). VEGF assay was
performed in the supernatant collected after 24 h of culture in
FCS-free medium.
In Vivo Study
An orthotopic xenograft model in the nude mouse was designed to
study the in vivo behavior of STC-1 and INS-r3 cell lines.
Xenografting Procedure
Four-wk old female Swiss nu/nu mice (Charles River France,
L’Arbresle Cedex, France) were used for the study. The animals were
anesthetized with pentobarbital (1 mg/10 g body weight). After surgical
procedure, they were allowed to recover in a sterile atmosphere and fed
ad libitum with a sterile diet. They were treated in accordance with the
U.S. Public Health Service Policy on Human Care and Use of Labora-
tory Animals. The experimental protocol was approved by the local
Ethics Committee.
The xenografting procedure was performed in 2 steps. During the
ﬁrst step, subcutaneous tumors were obtained after injection of
STC-1 or INS-r3 cell suspensions (2.5  106 cells in 50 L sterile
PBS) on the back of the anesthetized nude mice. Two weeks later,
after sacriﬁce of the animals, the tumor was removed and cut in
small fragments, measuring about 1 mm3. The second step corre-
sponded to the orthotopic xenografting of tumor fragments into the
wall of the caecum. Anesthetized mice were placed in decubitus. A
mini-laparotomy, 1 cm long, was performed in the left lower quad-
rant of the abdomen. The caecum was externalized. The serous
membrane and muscle layers were carefully incised. The tumor
fragment was implanted within this incision (Fig. 1A), which was
then invaginated and sutured with resorbable thread 6/0. After
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grafting, the mini-laparotomy was closed with resorbable thread (6/0
for the peritoneum and 4/0 for the skin).
Study Protocol
The study was divided into 2 parts. In a ﬁrst step, athymic nude
mice were grafted with tumor fragments derived from STC-1 cells
and sacriﬁced at several time points after grafting, to study the
kinetics of local growth and metastatic dissemination: 2 wk (n  3),
4 wk (n  3), 5 wk (n  2), 6 wk (n  4), 7 wk (n  3), and 8 wk
(n  3). In a second step, 2 groups of 8 animals were simultaneously
grafted with tumor fragments derived from either STC-1 cells or
INS-r3 cells; all of the animals were then sacriﬁced at 8 wk.
Macroscopical Examination and Tissue Sampling
Immediately after the sacriﬁce, the abdomen was examined mac-
roscopically (Fig. 1B). The presence of a primary tumor at the site of
grafting, in the caecal wall, was veriﬁed; the tumor was measured
and resected. The occurrence of metastatic lymph nodes and perito-
neal carcinomatosis was then checked. For the detection of liver
metastases, the whole liver was cut in 1-mm thick sections and
examined with a magnifying lens; all macroscopic lesions were taken
for further histological examination. Finally, lungs were examined;
all macroscopic lesions were taken for further examination.
Morphological Analysis
Tissue Processing
In all animals, tissue samples were ﬁxed in 10% buffered formalin
and embedded in parafﬁn. In addition, some tissue samples were
immediately snap-frozen in liquid nitrogen pre-chilled in isopentane
and stored at 80°C. Other tissue samples were cut in small pieces,
ﬁxed in glutaraldehyde, post-ﬁxed with 1% osmium tetroxide, dehy-
drated in graded ethanols and propylene oxide, and embedded in
epoxy resin for ultrastructural examination.
Histological Analysis
Tissue processing and histological techniques were performed by the
ANIPATH platform (RAG-Université Lyon 1, Faculté Laennec, Lyon);
4-m-thick tissue sections of formalin-ﬁxed, parafﬁn-embedded tissue
were prepared according to conventional procedures, stained with he-
matoxylin and eosin and examined with a light microscope.
For primary caecal tumors, the following data were recorded:
(1) morphological appearance and degree of differentiation of tumor
cells; (2) vascular architecture and intratumoral microvascular den-
sity; (3) mitotic index and apoptotic index; (4) extent of local invasion,
judged from the invasion of the muscularis propria and of the upper
layers of the cecal wall, including the submucosa and the mucosa.
For metastases, the following data were recorded: (1) morphological
appearance and degree of differentiation of tumor cells; (2) vascular
architecture and intratumoral microvascular density; (3) mitotic in-
dex and apoptotic index.
For the determination of the mitotic index, the number of mitoses
was counted in at least 5 high power microscopic ﬁelds in the refer-
ence tissue section and expressed as a percentage of the total cell
number. For the determination of the apoptotic index, apoptotic cells
were identiﬁed as previously described [21]; their number was eval-
uated in at least 5 high power microscopic ﬁelds in the reference
tissue section and expressed as a percentage of the total cell number.
Immunohistochemical Analysis
Immunohistochemical Technique
The following markers were studied by immunohistochemistry:
(1) endocrine differentiation markers, including chromogranin A
(rabbit polyclonal antibody, Diasorin, Anthony, France) and hor-
mones; (2) vascular cell markers: CD31 (Cell Science, Ventura, CA),
an endothelial cell marker, -smooth muscle actin (clone 1A4; Sigma,
St. Louis, MO), a marker of vascular muscle cells; (3) proliferation
markers: Ki67 (clone MIB-5 to rat Ki67 and clone TEC 3 to mouse
Ki67; Dako, Trappes, France); (4) VEGF (mouse monoclonal anti-
body; R and D Systems). All antibodies, except CD31 antibody, were
applied to deparafﬁnized sections of formalin-ﬁxed tissue samples;
they were revealed according to an indirect immunoperoxidase tech-
nique, using DAB as a chromogen. CD31 antibody was applied to
acetone-ﬁxed cryostat sections of frozen tissue samples and revealed
according to the same technique.
Semiquantitative Analysis
The proliferation index of tumor cells was determined by counting
the number of nuclei positive for Ki67 antigen in 1000 cells. The
FIG. 1. Surgical procedure. A small fragment of STC-1 derived tumor tissue is inserted in the adventitial layer of the caecal wall of the
nude mice (A). After 8 wk, at sacriﬁce, a large tumor mass has developed at the graft site; large metastatic lymph nodes are present; no
peritoneal carcinomatosis is visible (B).
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proliferation index of endothelial cells was evaluated by counting the
number of nuclei positive for Ki67 antigen in 100 cells. The intratu-
moral microvascular density was determined in each individual le-
sion after immunostaining with anti-mouse CD31 antibody, essen-
tially as previously described [22]. The number of CD31 structures
was counted in 1 mm2 of tumor tissue.
Statistical Analysis
The statistical signiﬁcance of differences in the results was tested
by the Mann-Whitney t-test. A value of P  0.05 was considered as
statistically signiﬁcant.
RESULTS
In vitro VEGF Secretion by Endocrine Tumor Cell Lines
All of the endocrine cell lines tested secreted detect-
able amounts of VEGF protein (Fig. 2). After 24 h of
culture, the amount of VEGF measured in the super-
natants of STC-1 and GLUTag cells was less than 200
pg per mg of proteins. In contrast, more than 400 pg of
VEGF per mg of proteins was present in the superna-
tants of INS-r3, MIN6, and RIN-m5F cells. For in vivo
studies, we therefore selected a low-VEGF producing
cell line, STC-1, which we have previously used with
success in several xenografting models [22, 23], and a
high-VEGF producing cell line, INS-r3, which we have
previously veriﬁed to be tumorigenic in the nude
mouse.
Characteristics of Grafted Intracaecal Tumors: Comparison
Between STC-1 and INS-r3 Cells
Primary tumors at the site of grafting were obtained
in all animals of the study group. The characteristics of
intracaecal tumors derived from STC-1 and INS-r3
cells, respectively, are summarized and compared in
Table 1.
Tumor Cell Morphology and Differentiation
Both STC-1 and INS-r3 derived tumors presented an
expansive pattern of growth (Fig. 3A and B) and were
formed by neoplastic cells with an endocrine morphol-
ogy. As previously described [22, 23], STC-1 derived
tumors contained small to medium-sized, basophilic
tumor cells, with a centrally located nucleus (Fig. 3C).
The architecture was compact and solid (Fig. 3C). In
contrast, INS-r3 derived tumors were formed by
medium-sized cells, with an abundant eosinophilic cyto-
plasm and a centrally located nucleus containing small
nucleoli (Fig. 3D). The architecture was usually trabecu-
lar; scattered pseudo-glandular structures were present
(Fig. 3D). In both STC-1 and INS-r3 tumors, the endo-
crine differentiation of tumor cells was conﬁrmed by
the expression of chromogranin A at immunohisto-
chemical examination (data not shown).
VEGF Expression
Tumor cells constantly expressed detectable levels of
immunoreactive VEGF (Fig. 4). In STC-1 tumors (Fig.
4A), the apparent level of VEGF expression was low to
moderate; VEGF was detectable in more than 50% of
cells; no detectable change in VEGF expression was ob-
served with time. In INS-r3 tumors (Fig. 4B), the appar-
ent level of VEGF expression was high; more than 90% of
tumor cells displayed detectable VEGF expression.
FIG. 2. VEGF secretion by endocrine cell lines. Total amount of VEGF protein (pg/mg of proteins) detected by ELISA in supernatants of
STC-1, GluTag, INS-r3, MIN6, and RINm5F cell lines after 24 h of culture.
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Proliferation and Apoptosis
The mitotic index was signiﬁcantly higher in STC-1
derived tumors than in INS-r3 derived tumors: 2.1 
0.7 per HPF compared with 0.8  0.7 (Table 1). In the
same way, the Ki67 index was markedly higher in
STC-1 derived tumors than in INS-r3 derived tumors
(Table 1).
The number of apoptotic tumor cells was much
higher in STC-1 derived tumors than in INS-r3 derived
tumors: 10.6  2.1 per HPF compared with 0.6  0.2
(Table 1). Focal areas of necrosis were sometimes ob-
served in STC-1 derived tumors, but not in INS-r3
derived tumors.
Intratumoral Vascular Architecture
Both STC-1 and INS-r3 derived tumors were highly
vascular. However, their vascular architecture was dif-
ferent. In STC-1 derived tumors, vessels were large
and irregular; they were usually directly surrounded
by tumor cells (Fig. 4C), more rarely embedded in a
thin rim of connective tissue. Hemorrhagic foci were
frequent as well as areas of cystic degeneration, result-
ing from the extravasation of plasmatic ﬂuid. In con-
trast, in INS-r3 derived tumors, vessels were small,
regular, and usually located in thin ﬁbrous septa run-
ning along the neoplastic proliferation (Fig. 4D); hem-
orrhagic foci were rare; no cystic degeneration was
present (Fig. 3B).
The mean microvascular density was signiﬁcantly
higher in STC-1 derived tumors than in INS-r3 derived
tumor cells: 67  15 CD31 structures per mm2 in
STC-1 derived tumors compared with 210  34 in
INS-r3 derived tumor cells (P  0.05) (Table 1). How-
ever, because of the differences in the size of intratu-
moral vessels, the differences in mean microvascular
surfaces between STC-1 and INS-r3 derived tumors
were less pronounced than the differences in intratu-
moral microvascular densities (Table 1). The mean pro-
liferative index of intratumoral endothelial cells, eval-
uated by Ki67 staining, was 1.1  1.2% in INS-r3
derived tumors compared with 4.3  3.2% in STC-1
derived tumors (Table 1).
Local Growth and Invasion in Grafted Caecal Tumors:
Comparison Between STC-1 and INS-r3 Cells
Kinetics of Local Growth in STC-1 Derived Tumors
In the ﬁrst part of the study, a total of 18 animals
were sacriﬁced at 2, 4, 5, 6, 7, or 8 wk, after the graft of
a STC-1 derived tumor in the caecal wall (Table 2). All
of the animals developed a tumor at the site of grafting.
The grafted tumor ﬁrst developed in the adventitial
tissue; its growth pattern was expansive: the tumor
was well limited, clearly demarcated from the adjacent
tissue but not encapsulated. At 2 and 4 wk, the tumors
remained restricted to the adventitial tissue and did
not invade the muscularis propria. At 6 wk, all tumors
have invaded the muscularis propria and the submu-
cosa. At 8 wk, foci of tumor cells were also present
within the mucosa and grew within the lamina propria,
after destruction of the muscularis mucosae (Fig. 3A
and E). Moreover, intravascular emboli were visible at
the periphery of the tumor, either in the mucosa or
within the adventitial tissue.
Comparison Between Caecal STC-1 and INS-r3 Derived
Tumors at 8 Weeks
We then compared the extent of local invasion be-
tween STC-1 and INS-r3 derived tumors 8 wk after
grafting in the caecal wall. Like STC-1 derived tumors,
INS-r3 derived tumors ﬁrst developed in the adventi-
TABLE 1
Comparison of the Morphological Features of STC-1 and INS-r3 Derived Tumors
STC-1 INS-r3
Histological features
Tumor architecture Solid Trabecular and pseudo-glandular
Tumor cell morphology
Size Small to medium Medium
Cytoplasm Basophilic Eosinophilic
Necrosis  (focal) —
Intratumoral hemorrhage and cystic degeneration  —
Mitotic index number of mitoses/HPF 2.1  0.7 0.8  0.7 P  0.05
Ki67 index % of positive cells/1,000 cells 45.2  8.5 18.6  4.7 P  0.05
Apoptotic index number of apoptotic bodies/HPF 10.6  2.1 0.6  0.2 P  0.05
VEGF expression Low to moderate
50% of cells
High 90% of cells
Vascular architecture
Intratumoral microvascular density (CD31 structures/mm2) 67  15 210  34 P  0.05
Intratumoral microvascular surface (% of total surface) 7.7  1.2 12.1  2.8 P  0.05
Endothelial cell proliferative index (%) 4.3  3.2 1.1  1.2 P  0.05
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tial tissue at the site of grafting and were well limited
but not encapsulated (Fig. 3B). The main differences
were in the extent of local invasion. At 8 wk after
grafting, all STC-1 derived tumors (n  8) have in-
vaded the mucosa, in contrast to none of the INS-r3
derived tumors (n  8) (2 test with Yates’ correction,
P 0.001); in 5 out of the 8 animals of the study group,
INS-r3 derived tumors have invaded the muscularis
propria and the submucosa; in the 3 remaining ani-
mals, tumors remained conﬁned to the adventitial tis-
sue and did not invade the muscularis propria (Fig.
3F).
Metastatic Dissemination in Animals with Grafted Caecal
Tumors: Comparison Between STC-1 and INS-r3 Cells
Kinetics of Metastatic Dissemination in STC-1
Derived Tumors
Table 3 summarizes the number and sites of meta-
static deposits in the 18 animals sacriﬁced at different
time points in the ﬁrst part of the study. Lymph node
metastases were present in 1 out of 3 animals at 2 wk
and in all of the animals sacriﬁced at successive follow-
ing time points. Liver metastases were detected for the
ﬁrst time at 5 wk, in 1 out of 2 animals; at the following
FIG. 3. Histological features of STC-1 (A, C, and E) and INS-r3 (B, D, and F) derived tumors 8 wk after grafting into the caecal wall. At
low magniﬁcation (A), this STC-1 derived tumor forms a large, expansive mass (T) invading the whole thickness of the caecal wall, from the
adventitial tissue to the mucosa (m) through a largely disrupted muscularis propria (mp, arrows). At higher magniﬁcation (C), the tumor
presents a solid architecture; tumor cells are basophilic, with a high nuclear-cytoplasmic ratio; mitoses and apoptotic bodies are numerous.
At close examination (E), invasion of the mucosa is obvious; the muscularis propria (mp) is disrupted and the muscularis mucosae (mm) is
focally interrupted. At the same time point after grafting, this INS-r3 derived tumor (B) forms a large, expansive mass (T) invading the
adventitial tissue and the submucosa; the mucosa (m) is free of tumor. At higher magniﬁcation (D), the tumor shows a trabecular
architectural pattern; numerous vessels are discernible; tumor cells are monomorphic, with an abundant, eosinophilic cytoplasm. A close view
(F) shows that tumor cells are conﬁned to the adventitial tissue, focally invade themuscularis propria (mp) but do not penetrate into the submucosa
(mm, muscularis mucosae). Hematoxylin-phloxine-saffron, original magniﬁcations: A and B, 80; C and D, 220; E and F, 160.
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time points, liver metastases were present in 3 out of 4
animals at 6 wk and in all animals at 7 and 8 wk.
Comparison Between STC-1 and INS-r3 Derived Tumors
at 8 Weeks
We then compared the incidence and sites of meta-
static dissemination between STC-1 and INS-r3 de-
rived tumors 8 wk after grafting in the caecal wall.
In STC-1 derived tumors, lymph node metastases
were present in all animals sacriﬁced (n  8) (Fig. 1F).
Liver metastases were detected in 7 out of the 8 ani-
mals. In INS-r3 derived tumors, lymph node metasta-
ses were present in all animals sacriﬁced (n  8); no
liver metastasis was detected in any animal, even by
using chromogranin A immunodetection to sensitize
tumor cell identiﬁcation. The difference in occurrence
FIG. 4. VEGF expression and vascular architecture in STC-1 and INS-r3 derived tumors 8 wk after grafting into the caecal wall. In this
STC-1 derived tumor (A), VEGF is detected in less than 50% of tumor cells; the labeling is faint. In contrast, a strong labeling for VEGF is
detected in most grafted INS-r3 cells (B). In a STC-1 derived tumor (C), CD31 positive intratumoral vessels (arrows) are large, irregular and
widely scattered within the neoplastic proliferation, whereas, in this INS-r3 derived tumor (D), CD31 positive intratumoral vessels (arrows)
are numerous, small, and intimately admixed with neoplastic cells. Indirect immunoperoxidase with nuclear counterstaining; original
magniﬁcations: (A) 310; (B) 250; (C) 140; (D) 380.
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of liver metastases between STC-1 and INS-r3 derived
tumors was statistically signiﬁcant (2 test with Yates’
correction, P  0.002).
DISCUSSION
In this study, we used an orthotopic xenograft model
in the nude mouse to analyze the relations between
angiogenesis and tumor progression in neuroendocrine
digestive tumors. We have previously designed several
xenograft models for the study of neuroendocrine di-
gestive tumors, including a model of subcutaneous
grafting in the immunodepressed newborn rat [23] and
a model of intrahepatic dissemination after splenic
injection in the nude mouse [22]. In contrast to these
previous models, the model which we have now
adapted to the study of neuroendocrine digestive tu-
mors reproduces very closely the clinical situation,
with an initial phase of local growth and invasion of the
digestive wall, followed by metastases to regional
lymph nodes, and ending with the development of liver
metastases. We used this model to gain further insight
on the relations between VEGF expression, angiogen-
esis, and tumor progression in digestive neuroendo-
crine tumors.
It has been shown that VEGF is synthesized, stored,
and secreted in a constitutive manner by normal gas-
troenteropancreatic endocrine cells [15, 16]. This ca-
pacity is retained in well differentiated digestive neu-
roendocrine tumors [10, 24] in which VEGF can be
detected in the hormone-containing “large dense core
secretory granules” [16]. It is therefore not surprising
that all of the endocrine cell lines tested in this study
presented signiﬁcant levels of VEGF secretion in the
basal state. However, marked quantitative differences
were observed. The ﬁrst group, formed by the STC-1
and the GLUTag cell lines, secreted comparatively low
levels of VEGF (200 pg per mg of total proteins and
per 24 h). The second group, formed by the INS-r3,
MIN6 and RIN-m5F cell lines, secreted high amounts
of VEGF protein (400 pg per mg of total proteins and
per 24 h). It is interesting to note that all of the high-
VEGF producing cell lines tested in our study are able
to synthesize and secrete insulin; among the low-VEGF
producing cell lines, STC-1 secretes somatostatin and
GLP-1 and GLUTag secretes glucagon. Our results are
in keeping with several previous in vivo and in vitro
studies, which have already suggested the existence of
a close correlation between insulin synthesis and
VEGF production [25–28].
We therefore selected a low-VEGF producing cell
line, STC-1, and a high-VEGF producing one, INS-r3,
to analyze in vivo the relations between VEGF produc-
tion, angiogenesis, and tumor progression. Both cell
lines were able to induce the formation of tumors at the
site of grafting. However, grafted tumors presented
distinctive characteristics according to the cell type. As
previously described [22, 23], grafted STC-1 cells had a
distinctive endocrine morphological appearance, ex-
pressed typical endocrine and neuro-endocrine differ-
entiation markers, and retained the capacity to syn-
thesize several hormones and neuropeptides, including
somatostatin and GLP-1. According to the standards
used in human pathology, STC-1 derived tumors could
have been classiﬁed as “moderately” differentiated en-
docrine carcinomas [29] or, according to a more recent
nomenclature, as grade 2 well differentiated endocrine
carcinomas [30]: they have a high mitotic index and a
high proliferative index and, in addition, contain nu-
TABLE 2
Kinetics of Local Invasion After STC-1 Tumor
Grafting in the Caecal Wall
Wk
Total number
of animals
Number of animals with invasion of
Muscularis
propria Submucosa Mucosa
2 3 0 0 0
4 3 0 0 0
5 2 2 1 1
6 4 4 4 0
7 3 3 3 2
8 3 3 3 3
TABLE 3
Kinetics of Local Tumor Growth and Metastatic Dissemination After STC-1 Tumor Grafting in the
Caecal Wall
Wk
Total number
of animals
Number of animals with
Primary tumor Lymph node metastases Liver metastases Peritoneal carcinomatosis
2 3 3 1 0 0
4 3 3 3 0 0
5 2 2 2 1 0
6 4 4 4 3 0
7 3 3 3 3 0
8 3 3 3 3 0
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merous apoptotic bodies and show evidence of focal
necrosis. In contrast, grafted INS-r3 displayed the typ-
ical features of well differentiated endocrine carcinomas,
according to the criteria used in human pathology: tra-
becular or pseudo-glandular architecture, capacity of hor-
mone synthesis, low proliferative activity, absence of sig-
niﬁcant apoptosis, absence of necrosis [30].
Further analogies with the corresponding human
tumors could be found in the pattern of VEGF expres-
sion and in the structure of the microvascular network
in STC-1 and INS-r3 derived tumors. In both types of
tumors, neoplastic cells showed a detectable expres-
sion of VEGF. However, in accordance with our in vitro
ﬁndings in the corresponding cell lines, our in situ
immunohistochemical analysis suggested that the ap-
parent level of VEGF expression was lower in STC-1
derived tumors than in INS-r3 tumors. This closely
correlates with the differences in intratumoral micro-
vascular architecture observed between the 2 types of
tumors. The intratumoral microvascular density was
signiﬁcantly higher in tumors derived from the high-
VEGF producing INS-r3 cell line than in those derived
from the low-VEGF producing STC-1 cell line. How-
ever, in STC-1 derived tumors, the microvascular net-
work presented signs of angiogenic activity: the vessels
were large and irregular, lined by proliferative endo-
thelial cells; in INS-r3, vessels were small, with a well
formed wall, lined by endothelial cells devoid of signif-
icant proliferative activity.
Our observations in STC-1 and INS-r3 derived tu-
mors are highly reminiscent of the clinical observa-
tions [9, 10, 12]. Like INS-r3 derived tumors, well
differentiated human endocrine tumors or carcinomas
are characterized by a high microvascular density,
with low angiogenic activity; however, VEGF expres-
sion is usually high and signs of hypoxia are absent. In
contrast, like STC-1 derived tumors, moderately or
poorly differentiated human endocrine carcinomas are
characterized by a lower microvascular density and a
variable pattern of VEGF expression; evidence of an-
giogenic activity can be found and signs of hypoxia are
present.
Our experimental model also offers the opportunity
to compare the natural history of endocrine tumors
according to their pattern of vascular architecture. In
our model, the highly vascular INS-r3 derived tumors
showed lower local invasive and metastatic capacities
than the less vascular STC-1 derived tumors. Indeed, 8
wk after grafting in the caecal wall, STC-1 derived
tumors constantly invaded the whole thickness of the
digestive wall, from the adventitia to the mucosa; in
contrast, at the same time point, INS-r3 derived tu-
mors did not constantly invade the submucosa and
never invaded the mucosa itself. In the same way, 8 wk
after grafting, liver metastases were found in the ma-
jority of animals bearing STC-1 derived tumors but in
none of the animals bearing INS-r3 derived tumors.
The presence of lymph node metastases in both groups
of animals at the same time point clearly show that
INS-r3 cells also have metastatic capacities, but sug-
gests that tumor progression is much slower in INS-r3
cells than in STC-1 cells: the differences in prolifera-
tive capacities observed between the 2 cell lines may be
important to explain these different evolutive patterns.
Our results are in line with previous experimental
results, showing that VEGF over-expression in endo-
crine cells promotes angiogenesis but does not acceler-
ate tumor progression and metastatic dissemination
[31].
Once more, our experimental ﬁndings closely recall
the human situation. It has been shown in several
recent studies [9, 10, 12] that in digestive neuroendo-
crine tumors, a high intratumoral microvascular den-
sity is associated with good prognosis, low metastatic
potential, and prolonged survival. These ﬁndings are
in strong contrast with the observations reported in
almost all of the other human epithelial tumors, in
which a high intratumoral microvascular density is an
adverse prognostic factor. This clearly underlines that
the dense vascular network found in well differenti-
ated, low proliferative, and slowly evolutive endocrine
tumors does not have the same signiﬁcance as the
vascular network present in aggressive malignant car-
cinomas of other origins.
In conclusion, our experimental data concur with
clinical ﬁndings to strongly suggest that in well differ-
entiated digestive neuroendocrine tumors, angiogene-
sis is disconnected from tumor progression. In this
tumor subset, the development of a highly vascular
tumor microenvironment is correlated with VEGF se-
cretion but is not associated with invasive and meta-
static properties; it must therefore be regarded as an
indirect marker of differentiation.
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Article 3 
Targeting mTOR pathway with rapamycin in a murine endocrine cell line: 
in vitro and in vivo effects on tumor cell growth
COUDERC C, PONCET G, VILLAUME K, BLANC M, THEILLAUMAS A, GADOT N, 
WALTER T, LEPINASSE F, HERVIEU V, CORDIER-BUSSAT M, SCOAZEC JY, 
ROCHE C. 
En soumission  
Notre objectif était d’évaluer les effets in vitro et in vivo d’un inhibiteur de mTOR sur la 
prolifération, l’apoptose et les capacités angiogéniques des cellules endocrines digestives 
néoplasiques. 
Nous avons utilisé la lignée STC-1, que nous avons étudiée in vitro et dans le modèle in vivo 
de dissémination intra-hépatique après injection intra-splénique développé au laboratoire. 
In vitro, la rapamycine, inhibiteur de mTOR, inhibe la prolifération des cellules STC-1, à la 
fois à l’état basal et après stimulation par le facteur de croissance IGF-I. Cet effet 
s’accompagne d’une inhibition de la phosphorylation de mTOR et de ses effecteurs. Dans ces 
conditions, un effet synergique a été obtenu en associant la rapamcyine et LY294002, 
inhibiteur de PI3K. La rapamycine est également capable de stimuler l’apoptose des cellules 
STC-1. 
Nous avons ensuite étudié l’action de la rapamycine in vivo, en utilisant plusieurs protocoles 
d’administration. Dans un premier groupe, la rapamycine a été administrée en intrapéritonéal ; 
le traitement a été débuté 3 jours après l’injection des cellules STC-1 et arrêté à 22 jours. 
Dans un deuxième groupe, les souris ont été traitées seulement à partir du 8eme jour après 
l’injection des cellules STC-1. Dans le premier groupe, le paramètre testé est l’effet de la 
rapamycine sur le développement précoce des lésions intra-hépatiques ; dans le deuxième 
groupe, le paramètre testé est l’effet de la rapamycine sur la croissance de lésions déjà 
existantes. 
Dans les deux groupes, la rapamycine a induit une diminution significative du volume 
tumoral chez les animaux traités par rapport aux animaux contrôles. Cet effet anti-tumoral est 
associé à une inhibition significative de la prolifération cellulaire chez les animaux traités. Il 
????
?
est également associé à une diminution significative de la densité vasculaire dans les nodules 
intra-hépatiques observés chez les animaux traités.  
En conclusion, la rapamycine est capable d’inhiber in vivo la croissance des cellules 
endocrines néoplasiques de la lignée STC-1 dans un modèle expérimental de dissémination 
intra-hépatique. Nos observations suggèrent que cet effet anti-tumoral est dû à plusieurs 
mécanismes : (a) inhibition de la prolifération cellulaire, vérifiée in vitro ; (b) action anti-
angiogénique, suggérée par la diminution de la densité vasculaire observée dans les lésions 
tumorales intra-hépatiques. 
?
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Abstract 
Background & Aims: mTOR inhibitors, such as rapamycin and its analogues, are a promising 
new tool for the treatment of gastroenteropancreatic endocrine tumors. However, their 
mechanisms of action remain to be established. Methods: We used the murine intestinal 
endocrine tumoral cell line STC-1 to evaluate the anti-tumor effects of rapamycin in vitro and
in vivo, in a preclinical model of liver endocrine metastases. Results: In vitro, rapamycin 
inhibited the proliferation of STC-1 cells in the basal state as well as after stimulation by 
IGF1. Simultaneously, p70S6 kinase phosphorylation was inhibited and the apoptotic 
pathway was activated. In vivo, rapamycin dramatically inhibited the intra-hepatic growth of 
STC-1 cells, irrespectively of the timing of its administration and even if the treatment was 
administered after STC-1 cell intra-hepatic engraftment. In addition, treated animals had 
significantly prolonged survival (mean survival time: 47.7 days in treated animals vs 31.8 
days in controls) and better clinical status. Rapamycin treatment was associated with a 
significant decrease in mitotic index and in intra-tumoral vascular density within STC-1 
tumors; however, in contrast to in vitro experiments, no significant anti-apoptotic effect was 
observed. Conclusions: Our results suggest that the anti-tumor efficacy of rapamycin in 
neuroendocrine tumors results from a combination of anti-proliferative and anti-angiogenic 
effects. 
Background & Aims 
Gastroenteropancreatic (GEP) neuroendocrine tumors are uncommon and heterogeneous 
neoplasms of epithelial origin, in which neoplastic cells usually retain the capacity to 
synthesize and/or secrete various peptidic hormones and neuropeptides, often leading to a 
characteristic hypersecretion syndrome. Localized well differentiated GEP neuroendocrine 
tumors are usually treated by surgery. The treatment of metastatic tumors, which represent 
more than 50% of cases at the time of diagnosis, is much more difficult. Conventional 
chemotherapy has a very limited efficacy, especially for tumors of intestinal origin: response 
rates are usually <30% 1. Peptide receptor radionuclide therapy is in development but its 
indications remain to be assessed in detail 2. Somatostatin analogues, such as octreotide, are 
used mainly for their anti-secretory properties, in order to control the clinical symptoms 
associated with hormone overproduction. However, their antitumor efficacy, as well as for 
other biotherapies such as interferon alpha, is limited and controversial 3. Thus, innovative 
therapeutic strategies are needed, by taking into account some of the most characteristic 
biological features of GEP neuroendocrine tumors, such as the overexpression of oncogenic 
receptors and the activation of their signalling pathways, which can be targeted by new 
selective therapeutic agents 4.  
At this time, the PI3K/Akt/mTOR signalling pathway is considered to be a promising target 
for cancer therapy, as it is activated in many tumor types. Upon activation, mTOR kinase 
associated with raptor (mTORC1) induces the phosphorylation of two proteins involved in the 
control of cell growth and survival: ribosomal p70S6 kinase (p70S6K) and eukaryotic 
initiation factor 4E binding protein 1 (4EBP1). Rapamycin and its analogues inhibit mTOR 
signaling 5. The antitumor efficacy of these molecules is currently evaluated in many tumor 
types, including GEP neuroendocrine tumors. A recent multicentric phase II study 
demonstrated the anti-tumor activity of the rapamycin analog RAD001 (everolimus), alone or 
combined with octreotide, in patients with low-intermediate pancreatic neuroendocrine 
tumors after failure of cytotoxic chemotherapy 6. However, so far, only the rapamycin analog 
temsirolimus (CCI-779) has received the approval for therapeutic use in humans, with 
indications restricted to renal cell carcinoma 7. 
Targeting the mTOR signalling pathway in GEP neuroendocrine tumors is thus a new and 
promising approach. However, preclinical studies, which are essential for the understanding 
of the mechanisms of action of such therapies, remain rare due the paucity of experimental in
vitro and in vivo models. Only three recent works reported on the effects of rapamycin or its 
analogue RAD001 on endocrine cell lines. In the human pancreatic carcinoid-derived BON 
cell line, RAD001 inhibited cell proliferation through an arrest in G0/G1 phase and an 
induction of apoptosis 8. Moreno et al obtained the same anti-proliferative effect in BON cell 
line and in NCI-H727, a human bronchial carcinoid cell line, and showed an anti-tumoral 
effect in vivo on the growth of subcutaneous BON-induced tumors 9. The rat insulinoma-
derived cell line INS-1 exhibited a similar sensitivity to RAD001 than the BON cell line 10  
To gain further insight into the anti-tumor activity of rapamycin and its mechanisms in GEP 
neuroendocrine tumors, we used the murine intestinal endocrine tumoral cell line STC-1, 
which mimicks the behavior of aggressive, highly proliferative well- or moderately-
differentiated endocrine carcinomas 11. The objectives were to precise the anti-proliferative 
effect of rapamycin in vitro, then to evaluate the anti-tumor effect of rapamycin in vivo, by 
using an animal model that we recently developed. In this xenograft model, the intra-hepatic 
dissemination and growth of tumor cells is obtained after their intrasplenic injection; the 
resulting hepatic nodules are closely reminiscent of the liver metastases observed during the 
evolution of human tumors 12. This model is therefore well adapted to evaluate the effects of 
new pharmacological agents on the intra-hepatic spread of GEP neuroendocrine tumor cells.   
We report here that in vitro, rapamycin affects the PI3K/Akt/mTOR signalling pathway by 
inhibiting p70S6K phosphorylation, leading to the inhibition of cell proliferation. In vivo, 
rapamycin produced a clear slowing down of the tumor growth, even when administered after 
the formation of intrahepatic nodules, leading to a clear reduction of the intra-hepatic tumoral 
area.  Furthermore, rapamycin treatment significantly enhanced survival for mice with 
intrahepatic nodules. 
Methods 
Cell culture  
The intestinal STC-1 cell line, a gift from Guido Rindi (Department of Pathology and 
Laboratory Medicine, Parma, Italy), is derived from an endocrine tumor developed in the 
small intestine of a double transgenic mouse 13. STC-1 cell line was routinely cultured in 
DMEM supplemented with 5% fetal calf serum (FCS), 2 mmol.L-1 glutamine and antibiotics 
(100 UI.mL-1 penicillin plus 50 mmol.L-1 streptomycin).  
Reagents 
IGF-I was purchased from Richter-Helm BioLogics. The inhibitors LY294002, PD98059 and 
rapamycin were obtained respectively from Assay Designs (Ann Arbor, MI, USA), Stressgen 
(Victoria, BC, Canada) and LC Labs (Woburn, MA, USA). Antibodies against phospho-p70 
S6K(Thr389) (#9234), p70S6K(#9202), phospho-Akt (Ser473) (#9271), Akt (#9271), cleaved 
Caspase-3 (Asp175) (#9664) were from Cell Signaling Technologies (Beverly, Mass, USA); 
CD31 antibody (clone MEC7.46) was from Cell Science (Ventura, CA, USA), the anti-mouse 
Ki67 antibody (clone TEC3) was from Dako (Glostrup, Denmark). The antibody against 
phospho-mTOR (Ser 2448) (#51044) was from Abcam (Cambridge, UK) and the anti ?-
tubulin (B5-1-2) antibody was purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).  
Cell proliferation assay 
Cells were seeded at a density of 6,000 cells/well in 96-well plates and maintained 72 hours in 
normal culture conditions. The medium was then replaced by 0.05% FCS-containing DMEM 
medium. The next day, the medium was changed and various concentrations of growth factors 
and drugs (IGF-I, LY294002, rapamycin, PD98059) alone or in combination were added for 
24 or 48 hours. A 20μl sample of MTT solution ((4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide, 5mg/ml) was added to each well and the plates were incubated 
at +37°C for 2.5 hours. The supernatant was discarded and 100μl DMSO was added to 
dissolve formazan crystals, generating a blue-purple color. The absorbance was measured at 
540nm.   
Cell cycle analysis 
Cells in growth phase were synchronized by exposing the culture to 0.05% FCS-containing 
DMEM for 24 hours. The next day, the medium was changed and various concentrations of 
growth factors and drugs (IGF-I, LY294002, rapamycin, PD98059) alone or in combination 
were added for 24 hours. Cells were harvested, washed and the nuclei were isolated and 
stained with propidium iodide using the BD Cycle TESTTMPLUS Reagent Kit (BD 
Biosciences, Le Pont de Claix, France) according to the manufacturer’s instructions. Flow 
cytometry was then performed using a DAKO “Galaxy” apparatus. 
Protein extraction and Western blot analysis
Cells were washed with cold PBS and lysed in cold solubilization buffer (pH 8) containing 
150 mM NaCl, 50mM Tris-base, 2 mM EDTA, 0.5% deoxycholate, 0.1% SDS, 1% NP40, 2 
mM Orthovanadate and 20 mM NaF. Cell lysates were resolved on 7.5-10% SDS 
polyacrylamide gel and blotted to PVDF membranes (Millipore) as previously described 14. 
Saturation was achieved in 0.1% Tween in Tris-buffered saline with 5% milk for 1 hour. The 
membranes were probed with primary antibodies overnight at +4°C, washed and incubated 
with appropriate immunoperoxidase-conjugated secondary antibodies (Jackson 
ImmunoResearch Laboratories) for 1 hour at room temperature. Antibody binding was 
detected using ECL Western Blotting Detection System (Covalab, Villeurbanne, France).  
Animal studies 
Female athymic nu/nu CD-1 nude mice at 4 weeks of age were obtained from Charles River 
Laboratories (L'Arbresle, France). The animals were maintained in a sterile environment and 
treated in accordance with ethical recommendations and guidelines of animal welfare 
committee of University Lyon1. Animals were anesthetized prior to all surgical procedures. 
After surgery, animals were allowed to recover in a sterile atmosphere and were fed ad 
libitum with a sterile diet.  
The xenografting procedure was as previously described 12. Briefly, 50 μl of a solution 
containing STC-1 cells adjusted to a final concentration of 5.107 cells.ml-1 were injected into 
the spleen of the mice, from where they disseminated in the liver through the portal vein to 
form intra-hepatic tumor nodules.  
Rapamycin was administered intraperitoneally at the dose of 1.5 mg/kg/day, in accordance 
with previous studies 15-17. Its effect was evaluated through two different protocols. In the first 
protocol, 10 mice received intrasplenic STC-1 injection and were randomized into 2 groups 
(n=5 per group). Rapamycin injection in the treated group started 3 days after the injection of 
cells and was maintained until day 22. The control group received vehicle injection from day 
3 to day 22. At this date, the animals were sacrificed. In the second protocol, 15 mice received 
intrasplenic STC-1 injection and were randomized into 3 groups (n=5 per group). The animals 
of the first group were sacrificed at day 8 and constituted the control-day 8 group. In the 
second group, rapamycin treatment started 8 days after the injection of cells to allow liver 
engraftment and early growth of tumor cells. The treatment was maintained until day 25. The 
third group received vehicle injection from day 8 to day 25. During the same period, group 2 
and 3 animals were weighed twice a week. At the end of the experiments, animals were 
sacrificed; their spleen and liver were excised, weighed and prepared for histological analysis.  
Finally, in view of the results of the above protocols, we decided to perform a survival study. 
14 animals received intrasplenic injection of STC-1 cells. For 8 of them, rapamycin treatment 
(1.5 mg/kg/day) was started 8 days after the injection of cells, the control group (6 animals) 
received vehicle injection. The animals were weighed daily and euthanized when the body 
weight loss reached 20% of the initial weight, in accordance with ethical recommendations.
Histological analysis and morphometry
In all animals, tissue samples were fixed in 10% buffered formalin and embedded in paraffin. 
In addition, some tissue samples were immediately snap-frozen in liquid nitrogen. For 
histological examination, 4-μm-thick tissue sections were prepared according to conventional 
procedures. Sections were then stained with hematoxylin and eosin and examined with a light 
microscope. For the determination of the mitotic index, the number of mitoses was counted in 
at least 5 high power microscopic fields (HPF) in the reference tissue section. For the 
determination of the apoptotic index, the number of apoptotic cells was evaluated in at least 5 
HPF in the reference tissue section.
The amount of intra-hepatic tumor tissue was evaluated by morphometry (Scion Software, 
Frederick, MD, USA). The surface of each individual lesion was measured; the total surface 
occupied by tumor tissue was defined as the sum of the surfaces of each individual lesion and 
was expressed as a percentage of the total surface of the corresponding reference tissue 
section.  
Immunohistochemical analysis 
The following markers were tested by immunohistochemistry: phospho-mTOR, Ki67 and 
CD31. Phospho-mTOR and Ki67 antibodies were applied to deparaffinized sections of 
formalin-fixed tissue samples and revealed according to an indirect immunoperoxidase 
technique, using DAB as a chromogen. CD31 was applied to acetone-fixed cryostat sections 
of frozen tissue samples and revealed according to the same technique. 
The proliferation index of tumor cells was determined by counting the number of nuclei 
positive for Ki67 antigen in 1000 cells; the result was expressed as the percentage of labeled 
cells. 
The intratumoral microvascular density was determined in each individual lesion after 
immunostaining with anti-mouse CD31 antibody as previously described 12. 
Statistical analysis 
Results are presented as mean +/- SEM. Significant differences were analyzed by using 
Mann-Whitney and Student-t tests. p<0.05 was required for statistical significance. 
Results 
In vitro, rapamycin inhibits basal STC-1 proliferation in a dose-dependent manner 
STC-1 cells growing in basal condition (FCS 5%) were treated with increasing doses of 
rapamycin from 5 to 50 nM for 48 hours and the number of viable cells at the end of the 
treatment period was estimated through an MTT test. As shown in Figure 1A, rapamycin 
treatment resulted in a dose-dependent decrease of the number of viable STC-1 cells (about 
40% using 50nM rapamycin), confirming the mTOR protein as a target to inhibit STC-1 
proliferation (p<0.05). 
Rapamycin inhibits STC-1 proliferation induced in vitro by IGF-1 
We were therefore prompted to evaluate the capacity of rapamycin to inhibit proliferation 
upon exogenous stimulation. For this purpose, IGF-1 was chosen to stimulate the mTOR 
pathway. Incubation of STC-1 cells with IGF-1 at 0.3 or 3 nM induced a significant increase 
in viable cell numbers, respectively 128% and 178% of control, in agreement with the 
presence of the IGF-1 receptor in STC-1 cells (Figure 1B) (p<0.05). Treatment with 
increasing doses of rapamycin from 5 to 50 nM for 48 hours in the presence of 3nM IGF-1 led 
to a dose-dependent decrease of the number of viable STC-1 cells (about 50% using 50 nM 
rapamycin) (Figure 1C) (p<0.05).  
The effects of rapamycin on IGF-1-dependent STC-1 proliferation depend on the 
inhibition of the PI3K/mTOR pathway 
To determine the intracellular signalling pathway activated by IGF-1 stimulation, cells were 
treated with IGF-1 3nM in the presence of inhibitors targeting either MAP kinase or PI3 
kinase. Treatment with the MAP kinase inhibitor PD98059 (15μM) did not modify the 
proliferative response to IGF-1 (Figure 2A). Inversely, the PI3 kinase inhibitor LY294002 
(5μM) significantly reduced viable cell numbers in the presence of IGF-1 by about 40%, as 
did the mTOR inhibitor rapamycin (11nM) (p<0.05). Concurrent results were obtained by cell 
cycle analysis (Figure 2B). As expected upon IGF-1 stimulation, the proportion of cells in S 
phase increased to 44% vs 37% in controls and the proportion of cells in G0/G1 phase 
significantly decreased to 48% vs 59% in untreated cells (p<0.05). The addition of PD98059 
(15μM) together with IGF-1 did not modify the effect of IGF-1 alone. The modifications 
induced by IGF-1 were significantly suppressed in the presence of LY294002 (5 μM) or 
rapamycin (11nM) (p<0.05). These results demonstrated that the blockade of the PI3K/mTOR 
pathway is an efficient way to inhibit the proliferative response of STC-1 cells to exogenous 
IGF-1.  
To gain further insight into these observations, we assessed the effect of LY294002 and 
rapamycin on the phosphorylation of p70S6 kinase, one of the two major effectors of mTOR, 
24 hours after the addition of the inhibitors. As shown in Figure 2C, IGF-1 induced a strong 
increase in the phosphorylated form of p70S6K, which completely disappeared in the 
presence of LY294002 (5μM) or rapamycin (11nM). 
Rapamycin acts synergistically with upstream inhibitors of Akt to block the 
phosphorylation of mTOR effectors  
The phosphorylation level of p70S6K and Akt was examined after increasing time of 
treatment with 11nM rapamycin from 1 to 8 hours, in basal condition (FCS 5%). As expected, 
phosphorylation of p70S6K was inhibited as soon as 1 h after the addition of rapamycin. In 
the same time, a transient increase of phosphorylated Akt level was observed, followed by a 
return to the basal level between 6h and 8h (Figure 3A). This increase in phospho-Akt may 
therefore limit the efficacy of rapamycin to block mTOR and its downstream effectors. We 
thus assessed the combination of LY294002, acting upstream of Akt, with rapamycin. As 
shown in Figure 3B, phosphorylation of Akt was inhibited by 5μM LY294002 or the 
combination of rapamycin and LY294002 to a same extent at 6h. The combination of both 
drugs dramatically decreased phosphorylation of Akt at 24h, whereas rapamycin alone or 
LY294002 alone exhibited a weak effect at this time. These results suggested that the 
combination of rapamycin with an inhibitor acting upstream of mTOR may improve the 
efficiency of the molecule in a synergistic way.  
Inhibition of the PI3K/mTOR pathway by rapamycin alone or in combination induces 
STC-1 apoptosis in vitro
Given that PI3K/mTOR pathway inhibition may result in increased apoptosis, we selected the 
level of caspase-3 cleavage as an index of the apoptotic activity. As shown in Figure 4A, 
cleaved caspase-3 protein abundance increased with time upon rapamycin exposure, 
suggesting a pro-apoptotic effect of rapamycin in STC-1 cells. Since the combination of 
rapamycin and LY294002 proved to be synergistic to inhibit Akt phosphorylation, we thus 
assessed the effect of this combination on apoptosis. As shown in Figure 4B, the levels of 
cleaved caspase-3 were strongly increased in the presence of rapamycin and LY294002, as 
compared to rapamycin alone.  
Rapamycin blocks STC-1 growth in vivo
As rapamycin (or its analogues) is currently evaluated as an antitumor drug in many cancer 
types, we next evaluated the effect of this drug in an experimental model of intrahepatic 
dissemination after intrasplenic injection of tumoral cells. As previously described, the intra-
hepatic growth of STC-1 cells could be divided into three stages: engraftment until day 7, 
early, slow growth until day 17, late, rapid growth after day 17 12.  
According to this chronology, rapamycin was either injected from day 3, during the 
engraftment period (Protocol 1) or from day 8, during the development of early nodules 
(Protocol 2).  In protocol 1, at the date of sacrifice (day 22), tumor development was strongly 
reduced by rapamycin treatment: the size of primary tumors developed in the spleen was 
smaller, the spleen weight decreasing from 0.39 +/- 0.09g (n=5) in untreated animals to 0.15 
+/- 0.1g (n=5) in treated animals. As exemplified in Figure 5A and B (inserts), the number of 
macroscopically visible liver metastases was much lower in rapamycin-treated animals. 
Histological analyses demonstrated that the liver of treated animals contained only small 
tumor nodules (Figure 5B), whereas the liver of control animals exhibited the combination of 
large and small nodules usually observed at this stage (Figure 5A) 12. The total tumor tissue 
surface was evaluated to 6.09 +/- 1.68 % in control animals and was significantly decreased 
(p<0.05) to 0.85 +/- 0.57 % in rapamycin-treated animals (Figure 5C). Furthermore, 
immunostaining of liver sections with a specific phospho-mTOR antibody clearly showed an 
apparent decrease in the number of phospho-mTOR positive cells in tumor nodules of 
rapamycin-treated animals, as compared to control animals (Figure 5D and E). 
As shown in Figure 6A, the mitotic index in STC-1 nodules was significantly lower in 
rapamycin-treated animals than in controls (p<0.05). In the same way, the Ki67 index was 
significantly decreased in rapamycin-treated animals (Figure 6B) (p<0.05). In contrast, the 
number of STC-1 apoptotic cells was not significantly different in rapamycin-treated animals 
and in controls, as shown by both the apoptotic index (Figure 6C) and the identification of 
cleaved-caspase 3 positive cells by immunohistochemistry (not shown). As exemplified in 
Figure 6 D and E, the intratumoral microvascular density evaluated by CD31 staining was 
significantly lower in rapamycin-treated animals than in controls (Figure 6F) (p<0.05).     
Protocol 2 was performed to evaluate the effects of delayed rapamycin administration to 
animals with growing intra-hepatic nodules. Tumor development was also markedly inhibited. 
Spleen tumors were smaller in treated animals: spleen weight decreased from 0.22 +/- 0.04g 
(n=5) in untreated animals to 0.14 +/- 0.1g (n=5) in treated animals. The histological analysis 
of excised livers showed a decrease in size and numbers of intrahepatic tumor nodules (Figure 
7C). The total tumor tissue surface evaluated to 9.55 +/- 2.86 % in control animals 
significantly decreased (p<0.05) to 2.18 +/- 1.16 % in rapamycin-treated animals (Fig 7D).  
In the survival study, in which rapamycin treatment started 8 days after STC-1 intrasplenic 
injection, weight loss was considerably delayed in treated animals as compared to controls 
(Figure 7E) and survival was much longer: the mean survival time increased from 31.8+/-0.2 
days in control animals to 47.7+/-1.8 days in treated animals (Figure 7F): the difference 
between the two groups was statistically significant (log-rank test: p<0.002).  
Altogether, the in vivo results demonstrated the capacity of rapamycin not only to prevent the 
formation of intrahepatic nodules but also, and more interestingly, to slow down the 
progression of growing nodules, likely as a result of a combination of both anti-proliferative 
and antiangiogenic effects. The inhibitory effects of rapamycin on tumor growth in vivo
resulted in prolonged survival and improved clinical status. 
Conclusions 
In neuroendocrine tumors, promising results of phase II trials evaluating the efficacy of a 
rapamycin derivative, RAD001, in combination with the somatostatin analogue octreotide, 
have been recently reported 6. It is therefore important to gain insight into the mechanisms 
responsible for the potential anti-tumor effect of rapamycin and its analogues. So far, only a 
few preclinical reports, mainly based on in vitro experiments, have appeared 8-10. In this 
context, the objective of our study was to evaluate, in vitro and in vivo, the effects of 
rapamycin on the endocrine tumor cell line STC-1, representative of aggressive endocrine 
carcinomas 11. Our results suggest that rapamycin may act through several coordinated 
mechanisms. 
Our in vitro results showed that even if STC-1 have a high proliferative rate in the basal state,  
inhibition of mTOR with rapamycin proved to be efficient in blocking cell proliferation. As 
many neuroendocrine tumors demonstrate high expression of IGF-1, IGF-2 and IGF-1R 18, 19, 
we selected IGF-1, which is known to activate the PI3K/Akt/mTOR signaling pathway to 
evaluate the effects of rapamycin on stimulated cell proliferation. Rapamycin also proved to 
be efficient in decreasing IGF-1-induced proliferation of STC-1 cells. We showed that the 
proliferative response to IGF-1 involved PI3-kinase signaling, since specific inhibitors of PI3-
kinase and mTOR, respectively LY294002 and rapamycin, significantly reduced the IGF-1-
induced proliferation and totally abrogated the phosphorylation of p70S6K. IGF-1R signaling 
pathway could thus be regarded as a potential target to inhibit proliferation in the STC-1 cell 
line. Accordingly, a recent study demonstrated the efficacy of blocking the IGF-1 receptor 
with the tyrosine kinase inhibitor NVP-AEW541 to inhibit the proliferation of the 
neuroendocrine tumor cell lines BON and CM 20. 
Our in vitro results suggest that rapamycin is also able to induce the apoptotic pathway in 
STC-1 endocrine cells. These results are consistent with those demonstrating the pro-
apoptotic effects of RAD001 in BON cell line 8.  
Beside the anti-proliferative and pro-apoptotic effect of rapamycin, some recent reports 
demonstrated that mTOR inhibition may result in an upregulation of Akt through the 
suppression of mTOR/p70S6K-dependent feedback inhibition of the pathway, resulting in Akt 
activation 21, 22. In STC-1 cells, we observed a transient activation of Akt after rapamycin 
treatment. As the activation of Akt may limit rapamycin efficacy we decided to interfere with 
the pathway upstream and downstream by combining LY294002 with rapamycin. This 
combination completely suppressed the rapamycin-induced Akt phosphorylation and led to a 
higher level of cleaved caspase-3, suggesting a stronger activation of the apoptotic pathway. 
Targeting the PI3K/mTOR pathway upstream and downstream of Akt simultaneously thus 
appeared as a promising strategy to improve the effects of mTOR inhibitors. This strategy 
must be evaluated and compared with other combination therapies recently tested in 
experimental models or even in the human situation, such as the combination between 
RAD001 and the somatostatin analogue octreotide.  
Preclinical studies with rapamycin or its analogues have usually been performed only in vitro, 
except for Moreno et al. These authors used a subcutaneous injection model to demonstrate a 
significant decrease in tumor size in mice treated with rapamycin for 30 days. However, the 
subcutaneous model has little physiopathological relevance. In our study, we used a xenograft 
model which mirrors the major adverse event in the natural history of neuroendocrine tumors: 
the intra-hepatic dissemination and growth of tumor cells resulting into the formation of liver 
metastases. Indeed, as recently shown by our group, the intra-splenic injection of STC-1 cells 
into the spleen of athymic nude mice makes it possible to obtain their secondary 
dissemination into the liver through the portal vein and the development of multiple liver 
tumors, which closely mimics the clinical situation 12. The kinetics of intra-hepatic growth of 
STC-1 cells in this model is divided into three main stages: (a) engraftment, (b) early growth 
characterized by the presence of small, infra-lobular, well delimited tumor nodules, (c) late 
growth resulting into the development of large sized nodules, which progressively merge with 
the adjacent ones to give rise to very large masses, especially into the subcapsular area 12. We 
used this model to assess the effects or rapamycin on the growth of liver metastases.  
Two distinct approaches were used. In the first series of experiments, rapamycin was 
administered very early, during the engraftment period, 3 days after STC-1 cells injection, and 
was maintained until the beginning of the late growth period, at D17. At the time of sacrifice, 
the number and size of liver nodules were markedly reduced in rapamycin-treated animals as 
compared to control animals. Morphometric studies confirmed a 6 fold reduction in the total 
tumor tissue surface in the liver of rapamycin-treated mice as compared to untreated animals. 
Furthermore, the mitotic index and the proliferative index were significantly decreased in vivo
upon rapamycin treatment according to in vitro results. However, we were not able to detect a 
change in the apoptotic index, in contrast with in vitro results, which can suggest an influence 
of the tumor micro-environment in the physiological situation. In addition, the intratumoral 
microvascular density was much lower in rapamycin-treated mice suggesting that the 
reduction of tumor development could result from an indirect antiangiogenic effect mediated 
through mTOR inhibition.   
However, in the clinical situation, the indication of treatment by rapamycin analogues is not 
the prevention but the control of metastases. In the second series of experiments in our 
xenograft model, we therefore assess the effect of rapamycin on the evolution of already-
developed intra-hepatic STC-1 tumors. Rapamycin treatment was started later, during the 
early growth period, 8 days after intrasplenic injection, and maintained until day 25. With this 
protocol, in the liver of rapamycin-treated animals, the total tumor tissue surface was reduced 
by more than 4 times as compared to untreated animals. Moreover, the survival was 
considerably enhanced in mice receiving rapamycin treatment. 
Taken together, our results demonstrate the antitumor activity of rapamycin on STC-1 cells. 
In our model, rapamycin did not prevent the engraftment of the cells in the liver, but delayed 
the progression of liver nodules. Indeed, even when the treatment was started after the 
formation of liver metastases, rapamycin was able to slow down tumor growth. Our results 
suggested that the marked in vivo anti-tumor effect could result from direct effects on tumor 
cells, through the anti-proliferative actions exerted in vitro and in vivo by rapamycin, and its 
possible indirect effects, such as its anti-angiogenic properties 16. 
In conclusion, our experimental data confirm the anti-proliferative and pro-apoptotic effects 
of mTOR inhibitors on endocrine tumor cells. Furthermore, we were able to demonstrate a 
marked anti-tumor effect in vivo in a physiologically relevant experimental animal model 
which underline and reinforce the interest of rapamycin and its analogues for the treatment of 
digestive endocrine tumors. However, like other studies, our in vitro results also strongly 
suggest that a better efficiency could be obtained by targeting the PI3K/Akt/mTOR pathway 
at both upstream and downstream steps. Further preclinical studies testing different potential 
inhibitors are thus needed to confirm such promising therapeutic strategies.  
FIGURE LEGENDS
Figure 1: Effect of rapamycin on STC-1 proliferation. The proliferation rate was estimated by 
measuring the number of viable cells (MTT test). A: STC-1 cells were incubated with 
increasing doses of rapamycin for 48 hours. B: STC-1 cells were incubated with exogenous 
IGF-1 for 48 hours and the presence of IGF-1R was checked by Western-blot (insert). C: 
STC-1 cells were incubated with increasing doses of rapamycin for 48 hours in the presence 
of 3 nM IGF-1. * p<0.05 vs control. 
Figure 2: Activation of the PI3K/mTOR pathway by IGF-1 in STC-1 cells. A: cells were 
incubated for 24 hours with 3 nM IGF-1 in the presence of specific inhibitors: PD98059, 
15μM; LY294002, 5μM or rapamycin, 11nM; the proliferation rate was estimated by 
measuring the number of viable cells (MTT test). * p<0.05 vs control with IGF-1 alone. B: 
cells were incubated for 24 hours without or with 3 nM IGF-1 in the presence of the inhibitors 
above mentioned. Proportion of cells in the different phases of the cell cycle was measured by 
flow cytometry after staining of the nuclei with propidium iodide using the BD Cycle 
TESTTMPLUS Reagent Kit. * p<0.05 vs control without IGF-1. § p<0.05 vs IGF-1 alone. C: 
total protein extracts prepared from cells incubated for 24 hours without or with 3 nM IGF-1 
in the presence of 5μM LY294002 or 11nM rapamycin were submitted to Western-blot 
analysis using specific anti-p70S6K and anti-phospho-p70S6K antibodies.  
Figure 3: Effect of rapamycin and LY294002 on the phosphorylation of Akt. A: STC-1 cells 
were incubated with 11nM rapamycin for 0 to 8 hours. Protein expression level of 
phosphorylated and total p70S6K, phosphorylated and total Akt was examined using 
Western-blot analysis. B: The effects or rapamycin alone (11nM), LY294002 alone (5μM) or 
the combination of both were assessed at 6 and 24 hours on the phosphorylation of Akt using 
Western-blot analysis. 
Figure 4: Induction of apoptosis by rapamycin and LY294002. STC-1 cells were incubated 
with 11 nM rapamycin alone (A and B) or the combination 11 nM rapamycin, 5μM 
LY294002 (B) from 1 to 24 hours. The induction of apoptosis was examined by the protein 
expression level of cleaved caspase-3 using a specific antibody. The anti α-tubulin was used 
as equal loading control.
Figure 5: Inhibition of mTOR in the experimental model of endocrine tumors. Protocol 1: 
daily administration of rapamycin (1.5mg/kg/day) from day 3 to day 22. Mice were sacrificed 
on day 22 and tumors examined. A: histological examination of the liver of control mice 
showed nodules of variable size; insert: macroscopic appearance of the liver, numerous tumor 
nodules are visible. B: histological examination of the liver of rapamycin-treated mice showed 
a clear reduction of the size of tumor nodules; insert: macroscopic view showing a strong 
decrease of the number of visible liver nodules. (Hematoxylin-eosin staining, original 
magnification x 4). C: morphometric analysis: the total tumor tissue surface is strongly 
reduced upon rapamycin-treatment (* p<0.05).  D and E: representative immunostainings for 
phospho-mTOR in tumor nodules : most tumor cells exhibit a strong positivity for phospho-m 
TOR in control mice (D), whereas the number of positive tumor cells is decreased in nodules 
of rapamycin-treated mice (E) (original magnification x 10). 
Figure 6: Morphometric analyses of intrahepatic lesions: A : the mitotic index is 
significatively decreased upon rapamycin treatment , as well as the proliferative index, 
evaluated by the percentage of Ki67 immunoreactive cells (B) (* p<0.05).  C: The apoptotic 
index was not modified upon rapamycin treatment. D and E: immunohistochemical analysis 
of intratumoral vessel density evaluated using an anti mouse CD31 antibody (original 
magnification x 10). The vessel area is decreased in nodules of rapamycin-treated mice (E) 
compared to that of control mice (D), as confirmed by morphometric analysis (F) (* p<0.05).   
  
Figure 7: Inhibition of mTOR in the experimental model of endocrine tumors. Protocol 2: 
daily administration of rapamycin (1.5mg/kg/day) from day 8, to allow engraftment of tumor 
cells in the liver, to day 25. Mice were sacrificed on day 25 and tumors examined. A: 
histological examination of day-8 control mice: numerous small early nodules are visible in 
the liver (arrows), demonstrating the engraftment of STC-1 cells at this stage, B and C: 
histological examination of control and treated mice sacrificed at day 25: many nodules of 
variable size are present in the liver of control mice (B) whereas only few small nodules are 
visible in rapamycin-treated mice (C). (Hematoxylin-eosin staining, original magnification x 
4). D: morphometric analysis shows a strong reduction of the total tumor tissue surface upon 
rapamycin treatment (* p<0.05). E and F: Survival study: Mice received either vehicle or 
rapamycin injection (1.5mg/kg/day) from day 8 after STC-1 intrasplenic injection. Mice were 
euthanized when a 20% body weight loss was reached. E: morphologic aspect of a control 
mouse (a) and a rapamycin treated mouse (b) 32 days after STC-1 intrasplenic injection. F: 
Kaplan-Meier curve showing a significant difference of survival between control and 
rapamycin-treated mice (p<0.002).  
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ANALYSE DES RESULTATS 
ET 
DISCUSSION 
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Nos résultats nous ont permis de : 
- montrer la complexité de la régulation de la synthèse et de la sécrétion du VEGF par 
les cellules endocrines néoplasiques 
- confirmer expérimentalement la dissociation entre expression du VEGF et capacités 
angiogéniques d’une part, propriétés invasives et métastatiques d’autre part, dans les 
tumeurs endocrines digestives 
- montrer expérimentalement que l’inhibition de l’angiogenèse peut contribuer à l’effet 
anti-tumoral de substances d’intérêt thérapeutique dans les tumeurs endocrines 
digestives. 
Ces résultats ont été obtenus à travers une double approche expérimentale, in vitro et in vivo. 
Analyse de l’approche expérimentale 
Notre approche expérimentale est basée sur l’utilisation de lignées cellulaires endocrines 
d’origine intestinale (STC-1) ou pancréatique (INS1 et clones dérivés, MIN, …). Ces lignées 
sont murines. Ce point illustre la principale difficulté de l’approche expérimentale des 
tumeurs endocrines digestives : le manque de lignées humaines vraiment représentatives de ce 
groupe de tumeurs. Les lignées humaines disponibles sont rares ; seule la lignée BON est 
facilement accessible mais elle est peu représentative ; les autres lignées, comme QGP-1 ou 
CM1, sont peu diffusées. Il reste donc un effort considérable à accomplir pour isoler de 
nouvelles lignées cellulaires ou développer des modèles alternatifs, comme la culture de 
cellules isolées à partir de tumeurs fraîches, afin de pouvoir disposer de modèles 
expérimentaux plus représentatifs, permettant de transposer avec plus de confiance  les 
résultats expérimentaux à la situation clinique. 
Nous avons complété l’approche purement in vitro par une approche in vivo dans des modèles 
animaux développés dans le laboratoire à partir des mêmes lignées cellulaires. Ces modèles se 
sont révélés très utiles pour analyser la relation entre l’angiogenèse et la progression tumorale 
et pour approfondir l’étude des effets d’agents thérapeutiques sur la croissance tumorale et le 
développement métastatique. Nous avons utilisé deux modèles : le modèle de xénogreffe 
orthotopique et le modèle de dissémination intra-hépatique après injection intrasplénique.  
Le modèle de xénogreffe sur la paroi intrasplénique a été adapté pour l’étude des tumeurs 
endocrines digestives. Il reproduit la situation physiopathologique avec une phase initiale de 
croissance locale suivie d’une invasion de la paroi digestive puis de la formation de 
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métastases glanglionnaires et au final de métastases hépatiques. Il constitue un modèle 
préclinique potentiellement particulièrement intéressant. Il souffre cependant de certaines 
limites : nécessité d’une expertise chirurgicale, existence d’une certaine variabilité dans la 
cinétique et la fréquence des lésions métastatiques. Ce modèle est donc davantage utilisé dans 
le laboratoire pour l’étude des mécanismes d’invasion et de métastase que comme un véritable 
modèle préclinique pour tester l’effet d’agents thérapeutiques potentiels ou le profil 
d’expression de biomarqueurs. 
Le modèle de dissémination intra-hépatique après injection intrasplénique de cellules 
tumorales mime la dissémination métastatique hépatique qui représente un problème majeur 
dans la prise en charge des patients atteints de tumeurs endocrines digestives. Dans le 
laboratoire, il est employé pour l’étude de la croissance intra-hépatique des cellules tumorales 
et comme modèle préclinique en raison de la reproductibilité de la cinétique d’implantation et 
de croissance. Les trois phases successives de développement ont été bien analysées : (a) 
implantation puis la pénétration intra-tissulaire des cellules tumorales, (b) croissance tumorale 
précoce, (c) croissance tardive correspondant au développement de nodules plus larges qui 
confluent progressivement. 
Régulation de la synthèse et de la sécrétion du VEGF par les cellules endocrines 
digestives tumorales 
Nous avons vérifié que toutes les lignées endocrines tumorales testées secrétaient des 
quantités importantes de VEGF, supérieures de 5 à 20 fois celles produites par des lignées 
d’adénocarcinomes, comme rapporté dans plusieurs études précédentes (Fan et Iseki 1998; 
Kuroda et al. 1995) et comme nous l’avons-nous-mêmes vérifié (résultats non présentés). Un 
point intéressant est que l’expression du VEGF est plus importante dans les cellules « bien 
différenciées », comme les cellules INS1 ou MIN, que dans les cellules « moyennement 
différenciées », comme les cellules STC-1. Cette observation est en accord avec notre 
hypothèse de travail : si l’on admet que les cellules endocrines normales expriment le VEGF 
de manière constitutive, comme partie intégrante de leur programme de différenciation, il est 
attendu que les cellules tumorales les plus différenciées conservent cette propriété. Il est 
également intéressant de noter que, comme cela a été plusieurs fois rapporté, ce sont les 
cellules beta-pancréatiques ou d’origine beta-pancréatique qui présentent l’expression la plus 
élevée de VEGF. Cette observation pose le problème de la relation fonctionnelle entre 
expression de l’insuline et expression du VEGF, qui reste mal comprise. 
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Nos observations montrent la complexité de la régulation de l’expression du VEGF dans les 
cellules endocrines tumorales. Deux voies semblent impliquées : la voie PI3K/Akt/mTOR, 
vraisemblablement via les effets stabilisateurs de mTOR sur HIF1 alpha, et la voie 
p38/MAPK. De plus, les rôles respectifs des voies mTOR et p38 semblent différents en 
fonction de la lignée tumorale étudiée : la voie mTOR est importante dans les lignées STC-1 
et INS-r3 tandis que la voie p38 semble impliquée seulement dans les lignées INS-r3 et INS-
r9. Il est trop tôt pour déterminer si ces différences ont un lien avec la différenciation tumorale 
ou si elles en sont indépendantes. 
Nos résultats suggèrent que la voie ERK/MEK ne semble pas mise en jeu pour la régulation 
de l’expression du VEGF dans les cellules endocrines tumorales. Ces résultats sont 
surprenants au vu de résultats précédents sur l’implication de cette voie dans le processus 
angiogénique induit par l’hypoxie et la progression tumorale. Dans des fibroblastes, 
l’inhibition de p42/p44 MAPK conduit à l’inhibition de l’expression du VEGF. Il a été mis en 
évidence l’implication de cette voie dans la phosphorylation d’HIF-1 et dans la régulation 
transcriptionnelle de l’expression du VEGF (Berra, et al. 2000). De même, l’inhibition de 
cette voie bloque la perméabilité induite par le VEGF mais pas la vasodilatation (Aramoto et 
al. 2004). L’inhibition de Raf/VEGF-R2 via le blocage des voies ERK/MERK s’associe à une 
diminution de l’expression du VEGF dans les cellules tumorales pancréatiques (Lang, et al.
2008). L’absence de mise en jeu de la voie MEK/ERK pourrait être une particularité des 
cellules endocrines digestives tumorales, partagée avec quelques autres types cellulaires, 
comme les cellules de carcinome hépatocellulaire (Huang, et al. 2004).  
Nous avons enfin montré les effets anti-sécrétoires de l’octréotide vis-à-vis du VEGF. Ces 
effets ont été décrits dans d’autres lignées tumorales, comme les cellules de glioblastomes. 
Les effets de l’octréotide résultent vraisemblablement de plusieurs mécanismes : effet anti-
sécrétoire direct, interaction avec la voie PI3K, voire effet inhibiteur de la transcription du 
gène, comme il l’a été décrit dans d’autres lignées et comme le suggèrent des résultats non 
publiés du laboratoire. 
Ces observations ajoutent aux intérêts thérapeutiques potentiels des analogues de la 
rapamycine et des analogues de la somatostatine. La capacité d’inhiber la sécrétion du VEGF 
que nous avons démontrée in vitro pour ces agents doit cependant être vérifiée in vivo avant 
toute conclusion définitive. 
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Relation entre capacités angiogéniques et propriétés invasives et métastatiques : l’apport 
des modèles expérimentaux 
L’étude des tumeurs humaines (Couvelard et al. 2005; Marion-Audibert et al. 2003; 
Takahashi et al. 2007) a montré que les tumeurs bien différenciées, localement non invasives 
et sans risque de dissémination métastatique, ont une densité vasculaire élevée et une 
expression habituellement forte de VEGF. Inversement, les tumeurs agressives, localement 
invasives et à risque métastatique, ont une densité vasculaire plus faible et une expression 
inconstante de VEGF.  
Nous avons pu reproduire ces observations dans un modèle expérimental. Les tumeurs 
développées chez la souris nude à partir des cellules INS1 sont bien différenciées, ont une 
expression forte de VEGF, une forte densité vasculaire mais de faibles capacités invasives et 
métastatiques. Inversement, les tumeurs développées à partir des cellules STC-1 se présentent 
comme des tumeurs moyennement différenciées, caractérisées par???? expression hétérogène 
du VEGF, une faible densité vasculaire mais des capacités invasives et métastatiques 
importantes. 
Notre étude expérimentale confirme donc la dissociation existant entre capacités 
angiogéniques et propriétés invasives et métastatiques existant dans les tumeurs endocrines 
digestives. Le modèle que nous avons développé fournit donc une base intéressante pour 
approfondir les mécanismes mis en jeu.  
Effets anti-angiogéniques d’agents à visée thérapeutique  
Nous avons exploré deux de ces agents : l’octréotide, prototype des analogues de la 
somatostatine et la rapamycine, chef de file des inhibiteurs de mTOR. La situation est bien 
différente dans les deux cas. Tous deux présentent des effets anti-angiogéniques in vitro mais, 
dans le cas de l’octréotide, ces effets sont difficiles à retrouver in vivo alors que, dans le cas 
de la rapamycine, ces effets semblent bien vérifiés in vivo.  
Effets anti-angiogéniques in vitro et in vivo de l’octréotide, analogue de la somatostatine 
La somatostatine a un rôle anti-sécrétoire via ses récepteurs spécifiques SSTR-1, -2 et -5 : elle 
inhibe la sécrétion de diverses hormones comme le glucagon, l’insuline, la gastrine en 
bloquant les canaux ioniques empêchant ainsi l’exocytose de se réaliser. Ces effets 
antisécrétoires directs contribuent vraisemblablement à expliquer les effets de l’octréotide sur 
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la sécrétion du VEGF, d’autant que celui-ci est localisé dans les mêmes grains de sécrétion 
que les hormones sécrétées par les cellules endocrines. L’inhibition de la sécrétion du VEGF 
pourrait contribuer à son tour aux effets anti-angiogéniques des analogues de la somatostatine 
bien démontrés in vitro (Grozinsky-Glasberg et al. 2008a; Koizumi, et al. 2002). Toutefois, 
ces effets n’ont jamais été clairement démontrés  in vivo. Nous-mêmes (résultats non publiés) 
n’avons pas pu démontrer d’effet de l’octréotide sur la densité vasculaire et l’expression du 
VEGF dans le modèle de dissémination intra-hépatique après injection intra-splénique. 
Effets anti-angiogéniques in vitro et in vivo de la rapamycine 
La rapamycine possède des effets anti-angiogéniques multiples in vitro : (a) inhibition de la 
prolifération des cellules endothéliales, (b) inhibition de la sécrétion de VEGF via 
l’interaction avec la voie mTOR/HIF/VEGF. Nous avons nous-mêmes vérifié que la 
rapamycine est capable d’inhiber la sécrétion de VEGF dans plusieurs lignées endocrines 
tumorales.  
A la différence de ce que nous avons observé pour l’octréotide, nous avons pu également 
démontrer des effets anti-angiogéniques in vivo pour la rapamycine. Dans le modèle de 
dissémination intra-hépatique après injection intra-splénique, nous avons mis en évidence une 
diminution significative de la densité vasculaire dans les lésions tumorales hépatiques chez les 
animaux traités par la rapamycine. 
Des observations comparables ont été effectuées dans d’autres modèles expérimentaux, avec 
d’autres lignées cellulaires. Ces résultats suggèrent qu’une authentique action anti-
angiogénique contribue aux effets anti-tumoraux in vivo de la rapamycine, et de ses 
analogues.  
?
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
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?
Notre travail a apporté de nouvelles informations sur la régulation de la synthèse et de la 
sécrétion du VEGF par les cellules endocrines digestives tumorales et nous a permis de mieux 
comprendre le rôle du VEGF dans la croissance tumorale. Nos résultats doivent être 
complétés et ouvrent plusieurs perspectives : 
- l’implication de la voie d’exocytose dans le stockage et la sécrétion du VEGF doit être 
étudiée de manière plus approfondie ; selon les données de la littérature, le VEGF est 
stocké par les cellules endocrines digestives dans les mêmes grains de sécrétion que 
les hormones peptidiques ; ceci implique que le VEGF soit libéré selon le même 
processus d’exocytose régulée que les hormones peptidiques, en réponse aux mêmes 
stimuli extracellulaires ;  il s’agirait d’une caractéristique très spécifique des cellules 
endocrines digestives, qui permettrait d’établir un lien fort entre expression du VEGF 
et différenciation cellulaire ; 
- la maîtrise de modèles animaux expérimentaux dont nous avons montré la pertinence 
par rapport à la pathologie humaine nous permettra d’approfondir la compréhension 
des mécanismes cellulaires et moléculaires de l’angiogenèse associée aux tumeurs 
endocrines digestives et de mieux comprendre le lien entre capacités angiogéniques, 
différenciation et propriétés invasives ; 
- ces mêmes modèles constituent également des modèles précliniques intéressants pour 
tester les actions anti-angiogéniques de nouveaux agents thérapeutiques, évaluer le 
rôle de l’inhibition de l’angiogenèse dans les effets anti-tumoraux de certains 
médicaments et mieux comprendre les effets de thérapeutiques déjà disponibles. 
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Liver metastases are a major adverse event during
the evolution of digestive endocrine tumors. However,
little is known about their natural history and the
determinants of their growth. In particular, whereas
liver endocrine metastases, like their primary coun-
terparts, are hypervascular, the role of tumor-asso-
ciated angiogenesis has been little explored. We there-
fore designed an experimental model to study the
intrahepatic growth of tumor endocrine cells; mu-
rine enteroendocrine STC-1 cells were injected into
the spleen of nude mice to obtain their hepatic dissem-
ination through the portal vein. Three stages of intra-
hepatic tumor growth were identiﬁed. Engraftment
stage, until day 4 after intrasplenic injection of STC-1
cells, was avascular. Early growth, until day 17, re-
sulted in small, infralobular nodules. Late growth, af-
ter day 17, was characterized by the development of
large nodules associated with peritumoral vessels and
containing abnormal intratumoral vessels. To test the
effects of potentially anti-angiogenic agents on tumor
growth, we then used STC-1 cells stably transfected
with the endostatin-coding sequence. Intrahepatic tu-
mor volume showed no signiﬁcant change at days 4
and 8, but a dramatic decrease at day 28 (9.7  1.7% of
liver tissue versus 25.2 2.4% in controls), because of a
markedly lower number of large nodules (11  1.8%
versus 42  5.8%) likely to result from an increased
apoptotic index (39.4  5.6% versus 18.3  3.4). Our
results suggest that active angiogenesis is not neces-
sary for the engraftment and early growth of endo-
crine cells metastatic to the liver but is required at a
later stage of progression. © 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.
Key Words: liver metastases; endocrine tumors;
endostatin; angiogenesis; animal models.
INTRODUCTION
The occurrence of liver metastases is a major adverse
prognostic factor in the evolution of digestive endocrine
tumors and raises difﬁcult problems of management
and therapy [1–5]. However, despite their clinical im-
portance, little is known about the natural history of
liver metastases of enteropancreatic endocrine tumors
and about the determinants of their growth and pro-
gression [6].
Clinical and experimental studies in various types of
cancers have shown that angiogenesis is one of the
main determinants of the intrahepatic growth of met-
astatic tumor cells [7–10]. The role of angiogenesis may
be even more important in the development of intra-
hepatic metastases of enteropancreatic endocrine tu-
mors. Indeed, similar to their primary counterparts,
liver metastases of digestive endocrine tumors are
characterized by a high vascular density, resulting in a
hypervascular appearance, which is one of their major
diagnostic features at imaging studies [11]. It may be
therefore hypothesized that angiogenesis plays a major
role in the natural history of liver endocrine metasta-
ses. However, in the absence of available information
from either clinical or experimental studies, it is not
known whether the process of angiogenesis associated
with liver endocrine metastases is driven by speciﬁc
mechanisms and to which extent and at which stage(s)
of the natural history of hepatic lesions it is necessary
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for tumor growth and progression. Such information
is particularly important at a time in which anti-
angiogenic therapy is coming of age and may be of
interest for the treatment of metastatic digestive en-
docrine tumors [12].
We therefore aimed to develop an experimental an-
imal model mimicking the clinical situation. For this
purpose, we selected the murine endocrine cell line
STC-1, which we have previously used in xenograft
experiments [13]. In the present work, STC-1 cells
were injected into the spleen of nude mice to obtain
their hepatic dissemination through the portal vein.
We ﬁrst analyzed the pattern of growth of endocrine
tumor cells in the liver and the vascularization of tu-
mor nodules. We then attempted to “knock down” the
angiogenic process by inducing the local overexpres-
sion of endostatin, a known anti-angiogenic agent [14]:
this was achieved by using STC-1 cells stably trans-
fected with the sequence coding for murine endostatin.
We then determined the consequences of the local over-
expression of endostatin on the intrahepatic growth of
STC-1 cells.
MATERIALS AND METHODS
Cells and Culture Conditions
The intestinal STC-1 cell line, a gift from D. Hanahan through the
courtesy of A. Leiter (New England Medical Center, Boston, MA),
was derived from an endocrine tumor developed in the small intes-
tine of a double transgenic mouse obtained by crossing two lineages
expressing the rat insulin promoter linked, respectively, to the sim-
ian virus 40 large-T antigen and to the polyomavirus small-t antigen
[15]. STC-1 cells are known to produce several hormonal peptides,
including somatostatin, cholecystokinin, and TGLP-1 [13]; we also
veriﬁed that STC-1 cells synthesize and secrete vascular endothelial
growth factor (VEGF)-A. STC-1 cell line was routinely cultured in
Dulbecco’s modiﬁed Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 5%
fetal calf serum (FCS), 2 mmol L1 glutamine (Sigma, St. Louis, MO),
and antibiotics (100 UI mL1 penicillin [Sigma] plus 50 mmol L1
streptomycin [Sigma]).
Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) were isolated
from normal umbilical cord samples obtained after informed consent
in patients without evidence of human immunodeﬁciency virus, hep-
atitis B virus, and hepatitis C virus infections, through the depart-
ments of Obstetrics and Gynecology of Hôtel Dieu and Clinique
Monplaisir, Lyon, France. Umbilical cords were washed with
phosphate-buffered saline (PBS) and incubated 15 min at 37°C in
PBS containing 0.2% collagenase I (Life Technologies, Inc., Cergy-
Pontoise, France). Endothelial cells were then centrifuged and cul-
tured on plastic dishes coated with gelatin in DMEM supplemented
with 10% FCS, 100 UI mL1 penicillin, and 50 mmol L1 streptomy-
cin. HUVEC were used at passage 1.
Indirect cocultures between STC-1 cells and HUVEC were per-
formed by using modiﬁed Boyden chambers (Falcon; Becton Dickin-
son, Le Pont de Claix, France). STC-1 cells (4  104 cells cm2) were
cultured into upper wells on polycarbonate ﬁlters (0.45-m porosity).
HUVEC (4  104 cells cm2) were seeded in the lower wells coated
with 1% gelatin. Experiments were made in DMEM supplemented
with 1% FCS.
Stable Transfection of Endostatin
The endostatin expression plasmid used in this study, termed
KAL#22, has been previously described [16]. Brieﬂy, it was con-
structed by isolating the 535-bp PﬂM I-Xho I fragment (containing
the C-terminal fragment of murine collagen XVIII) from the KAL19
plasmid and ligating it to the PsecTag 2 expression vector (Invitro-
gen, Carlsbad, CA) digested with Sﬁ I and Xho I. This was done by
triple ligation with a linker/adapter between Sﬁ I and PﬂM I restric-
tion sites. This resulted in an artiﬁcial cDNA sequence encoding for
a murine IgG secretory signal-endostatin fusion protein. The re-
sulting plasmid was named KAL#22. The integrity of the secretory
signal and endostatin coding sequence was veriﬁed by sequencing
both DNA strands.
STC-1 cells were seeded in 10-cm2 plastic dishes at 50% conﬂu-
ence and transfected with 10 g of either endostatin cDNA contain-
ing KAL#22 plasmid (STC-1endo) or the plasmid without endostatin
cDNA (STC-1endo). Transfection was performed with Exgen (Eu-
romedex, Souffelweyersheim, France) according to the manufactur-
er’s instructions. After 48 h, transfected cells were trypsinized,
seeded in 60-cm2 dishes, and cultured in selection medium contain-
ing zeocin (0.37 mg mL1). From 10 to 15 days after selection,
individual colonies were isolated and grown in 96-well culture plates.
Cells were successively cultured in 48-, 24-, 12-, and 6-well culture
plates and ﬁnely in 60-cm2 dishes.
Endostatin expression was assessed in cell lysates and culture
medium by Western blotting. Cells were lysed with cold lysis buffer
(1% v/v Triton-X, 50 mM HEPES, 150 mM NaCl, 100 mM NaF, 10 mM
EDTA, 10 mM Na4P2O7) containing protease inhibitors. DMEM FCS-
free conditioned medium was collected at 48 h and clariﬁed by
centrifugation; proteins were concentrated by adding 8 volumes of
cold methanol to the conditioned medium. Samples were centrifuged
at 3500 rpm for 15 min at room temperature. The resulting pellets
were resuspended in PBS containing protease inhibitors. Cell lysates
and concentrated medium samples were resolved on a 12% SDS-
polyacrylamide gel. Proteins were then transferred to Protran nitro-
cellulose transfer membranes (Schleicher & Schüll, Ecquevilly,
France). The ﬁlter was blocked and incubated with a rabbit poly-
clonal antibody against endostatin (Chemicon, Temecula, CA). A
conjugated goat anti-rabbit horseradish peroxidase (Pierce Biotech-
nology, Rockford, IL) was used as the second antibody. Antibody–
antigen complexes were visualized by enhanced chemoluminescence
(Amersham, Les Ulis, France) according to the manufacturer’s in-
structions.
In Vitro Studies
Cell Proliferation Assay
Cell proliferation rates of STC-1 cells and HUVEC were assessed
by evaluating the rate of DNA synthesis through the determination
of 3H-thymidine incorporation into the trichloroacetic acid (TCA)-
insoluble cellular fraction. After 16-h incubation with 1 Ci/mL of
3H-thymidine (Amersham), cells were washed in ice-cold PBS and
precipitated with ice-cold 5% trichloroacetic acid. Cells were then
lysed with 1% SDS and the corresponding radioactivity was mea-
sured in a liquid scintillation counter (Packard, Camberra Co., Me-
riden, CT). All experiments were made in triplicate.
Apoptotic Assay
Apoptotic activity was measured by using the caspase 3 colorimet-
ric assay (R&D Systems, Oxon, United Kingdom) according to the
manufacturer’s instructions. Brieﬂy, cell lysates were tested for pro-
tease activity by the addition of a caspase-speciﬁc peptide conjugated
to the chromophore p-nitroanaline (pNA). The color reaction pro-
duced by pNA was then quantitated in a spectrophotometer at 405 nm.
Migration Assays
All migration assays were performed in modiﬁed Boyden cham-
bers (Falcon), with polycarbonate ﬁlters of 8 m of porosity, as
previously described [17]. For the comparison of the migration of
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STC-1, STC-1endo, or STC-1endo cells, 2  104 cells prelabeled with
35S-methionine (Amersham) were seeded in the upper well. After
20 h at 37°C, nonmigrating cells on the upper surface of the
membrane were removed with a wiper tool and the radioactivity was
determined in a liquid scintillation counter (Packard). All experi-
ments were made in triplicate. For the study of HUVEC migration in
response to parental or transfected STC-1 cells, HUVEC were seeded
in the upper wells of modiﬁed Boyden chambers and STC-1 cells in
the lower ones; the technique was then as described above.
In Vivo Studies
Xenografting Procedure
Female athymic nu/nu CD-1 nude mice between 7 and 11 weeks
old, obtained from Charles River Laboratories (L’Arbresle, France),
were used. The animals were maintained in a sterile environment
and treated in accordance with ethical recommendations. Animals
were anesthetized with pentobarbital prior to all surgical proce-
dures. Fifty microliters of a solution containing STC-1 cells adjusted
to a ﬁnal concentration of 5  107 cells mL1 were injected into the
spleen of athymic adult female mice (nu/nu). Animals were then
allowed to recover in a sterile atmosphere and were fed a sterile diet
ad libitum.
Evaluation of the Intrahepatic Growth Kinetics of
Xenografted STC-1 Cell
Athymic nude mice injected with parental STC-1 cells were sac-
riﬁced at the following time points after intrasplenic injection (D0):
D4 (n 5), D8 (n 5), D12 (n 5), D17 (n 5), D21 (n 5), D25 to D28
(n  10). After sacriﬁce, spleen, lungs, and liver were resected and
examined macroscopically. In each animal, the median lobe of the
liver was taken immediately after sacriﬁce and two adjacent frontal
sections were performed along its main axis: one was processed for
histological examination; the other was snap frozen in isopentane
prechilled in liquid nitrogen. In some animals, parts of the tissue
samples were ﬁxed with 2.5% glutaraldehyde in 0.1 mol/L sodium
cacodylate buffer for 60 min for ultrastructural examination. The
persistence of the tagged KLA#22 plasmid in xenografted cells was
veriﬁed; the expression of endostatin in vivo was veriﬁed by immu-
nohistochemistry (rabbit polyclonal antibody anti-murine endosta-
tin; Chemicon).
Evaluation of the Effects of the Endogenous
Expression of Endostatin by STC-1 Cell
To evaluate the effect of endogenously expressed endostatin on
the growth of liver lesions in vivo, three groups of 11 adult female
athymic (nu/nu) mice each received parental cells, STC-1endo or
STC-1endo cells on the same day (D0). Animals were then sacriﬁced
at the following time points after the injection: D4 (n  3), D8 (n 
3), D28 (n  5). These time points were selected as representative of
the various phases of the intrahepatic growth of STC-1 cells, as
suggested by the results of the experiments described above. Tissue
samples were taken as described above. The results of three different
experiments, involving a total number of 99 animals, were pooled.
Morphological Analysis
For histological examination, tissue samples were ﬁxed in 10%
buffered formalin and embedded in parafﬁn. Four-micron-thick tis-
sue sections of formalin-ﬁxed, parafﬁn-embedded tissue were pre-
pared according to conventional procedures. Sections were then
stained with hematoxylin and eosin and examined with a light
microscope.
For immunohistochemical analysis, antibodies to the following
cell markers were used: chromogranin A, a marker of endocrine
differentiation (rabbit polyclonal antibody; Diasorin, Anthony,
France); CD31, an endothelial cell marker (Cell Science, Ventura,
CA); and alpha-smooth muscle actin, a smooth muscle cell marker
(clone 1A4; Sigma, St. Louis, MI). VEGF expression by xenografted
STC-1 cells was assessed by immunohistochemistry, using a mouse
monoclonal antibody (R&D Systems). For immunostaining of chro-
mogranin A, alpha-smooth muscle actin, and VEGF, an indirect
immunoperoxidase technique was applied to deparafﬁnized tissue
sections. For CD31 immunostaining, an indirect immunoperoxidase
technique was applied to acetone-ﬁxed, cryostat sections of frozen
tissue. Peroxidase activity was revealed using diaminobenzidine.
For ultrastructural examination, glutaraldehyde-ﬁxed samples
were postﬁxed with 1% osmium tetroxide, dehydrated in graded
ethanols and propylene oxide, and embedded in epoxy resin. Ultra-
thin sections were examined with a JEOL electron microscope (To-
kyo, Japan).
Quantitative Analysis
In each animal, the frontal section performed along the main axis
of the median lobe of the liver, thereafter referred to as the reference
tissue section, was used for all quantitative evaluations, after com-
plete numerization at a200 magniﬁcation through a Leica photonic
microscope (Rueil-Malmaison, France) equipped with a tri-CCD
video camera (Nikon, Tokyo, Japan). The following parameters were
determined: (a) the amount of tumor tissue; (b) the intratumoral
microvascular surface; (c) the mitotic index; and (d) the apoptotic
index.
The amount of intrahepatic tumor tissue was evaluated by mor-
phometry (Scion Software, Frederick, MD). At D4 and D8, the num-
ber of intrahepatic lesions per square centimeter was counted and
the maximum diameter of each lesion was determined. At D28, the
surface and maximal diameter of each individual lesion were mea-
sured; the total surface occupied by tumor tissue was deﬁned as the
sum of the surfaces of each individual lesion and was expressed as a
percentage of the total surface of the corresponding reference tissue
section.
The intratumoral microvascular surface was determined in each
individual lesion after immunostaining with anti-mouse CD31 anti-
body, essentially as previously described [18]. The surface of each
positive structure was measured. The total intratumoral microvas-
cular surface, corresponding to the sum of the surfaces of each
individual structure, was then determined and expressed as a per-
centage of the total tumor tissue surface in the corresponding tissue
section.
For the determination of the mitotic index, the number of mitoses
was counted in at least ﬁve intrahepatic lesions in the reference
tissue section and expressed as a percentage of the total cell number.
For histological determination of the apoptotic index, the number of
apoptotic cells was ﬁrst evaluated in the reference tissue section in at
least ﬁve individual lesions, according to previously described crite-
ria [19] and expressed as a percentage of the total cell number. The
histological apoptotic index was validated by counting apoptotic cells
in eight consecutive ultrastructural ﬁelds at a 4000 magniﬁcation
in samples from the same animal.
Radioimmunoassay
Radioimmunoassay (RIA) for the detection of endogenous peptides
was performed on homogenates of liver of xenografted mice. After
peptide extraction, RIA was performed using the rabbit polyclonal
antibodies 56D for STS and 39A for CCK as previously described
[13]. Peptide concentrations were calculated as nanograms per mil-
ligram wet weight.
Statistical Analysis
The statistical signiﬁcance of differences in the results was tested
by the Mann–Whitney t-test. A value of P  0.05 was considered
statistically signiﬁcant.
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RESULTS
Evolution of Liver Nodules Derived from Xenografted
STC-1 Cells
After intrasplenic injection of STC-1 cells, spleen
tumors were present in 34 of the 35 animals of the
study group. Liver lesions were detected in all of the
animals of the study group, even in the absence of a
detectable spleen tumor. We observed no evidence of
intraabdominal dissemination, and especially perito-
neal dissemination, in any of the animals of the study
group.
At D4 after intrasplenic injection, intrahepatic le-
sions derived from xenografted STC-1 cells presented
as small, avascular aggregates of up to 20 cells, located
within the hepatic lobule, at a distance from the portal
spaces (Fig. 1A); the smallest aggregates were located
within the sinusoids and displaced the adjacent hepa-
tocytic plates.
From D8 to D17, lesions presented as small, well-
limited, unencapsulated nodules. They were strictly
intralobular, without anatomical connection to the por-
tal spaces (Fig. 1B). Tumor nodules were constantly
infralobular in size; their mean diameter slightly in-
creased with time, from 98  16 m at D8 to 146  11
m at D17 (Table 1). All tumor nodules contained
capillary vessels lined, in contrast to adjacent sinu-
soids, by CD31 endothelial cells (Fig. 1C). Ultrastruc-
tural examination showed that STC-1 cells were able to
grow along preexisting sinusoids by displacing hepato-
cytes (Fig. 1). The intratumoral microvascular surface
remained comparable with time (Table 1). The mitotic
index remained stable with time between D8 and D17
(Table 1); the apoptotic index increased from 1.3 
0.4% at D8 to 3.3  0.5% at D17 (Table 1).
At D17, in two of the ﬁve animals examined, larger
nodules were present in addition to the small, “early”
tumor nodules observed at previous stages. Such large
nodules were then constantly observed in all animals
sacriﬁced at later stages, in association with variable
numbers of small, “early” nodules (Table 1). These
large nodules (Fig. 1E), thereafter referred as to “late
nodules,” were characterized by (a) their large size,
superior to that of a hepatic lobule; (b) the near con-
stant occurrence of cystic degeneration and hemor-
rhagic foci (Fig. 1E); (C) the presence of large vessels
surrounding the periphery of the lesion: their wall was
lined by CD31 endothelial cells and contained nu-
merous pericytes immunoreactive for alpha-smooth
muscle actin; (d) the presence of a well-developed ﬁbro-
vascular stroma containing numerous CD31 capil-
lary vessels. The intratumoral microvascular surface
was higher than in the small, early nodules (Table 1).
Ultrastructural examination (Fig. 1F) conﬁrmed the
presence of numerous capillary vessels, lined by fenes-
trated endothelial cells; their abnormally high perme-
ability was demonstrated by the extravasation of nu-
merous RBCs and was likely to be responsible for the
frequent cystic degeneration characteristic of “late”
FIG. 1. Histological characteristics of intrahepatic lesions ob-
tained after intrasplenic injection of STC-1 cells. At D4 (A), a small
aggregate of STC-1 cells is visible within a sinusoid and displaces the
adjacent hepatocyte plates (arrow). At D12 (B), two small tumor
nodules are visible in the same lobule; they are formed by monomor-
phic, basophilic STC-1 cells (CV, centrilobular vein). At D15 (C),
numerous CD31 capillary vessels are visible within a tumor nodule
(arrows); ultrastructural examination (D) shows that STC-1 cells (T)
grow along preexisting sinusoids and displace adjacent hepatocytes
(H) (L, sinusoidal lumen; rbc, red blood cells; E, sinusoidal endothe-
lial cells). At D21 (E), a large nodule, containing numerous areas of
cystic degeneration ﬁlled with blood cells (arrows), is visible (P,
portal space; arrows, cystic degeneration). Ultrastructural examina-
tion (F) shows an abnormal intratumoral capillary vessel (large
arrow), lined by plumped endothelial cells (E) with fenestrations
(thin arrows); numerous extravasated red blood cells (rbc) are visible
between STC-1 cells (T) showing neuroendocrine granules (arrow-
head) testifying their endocrine differentiation. (A) Hematoxylin-
eosin-saffron, original magniﬁcation, 420. (B) Hematoxylin-eosin,
original magniﬁcation, 250. (C) Indirect immunoperoxidase fol-
lowed by nuclear counterstaining with Mayer’s hematoxylin, original
magniﬁcation, 480. (D) Ultrathin section, lead citrate, and uranyle
acetate staining, original magniﬁcation, 40,000. (E) Hematoxylin-
eosin-saffron, original magniﬁcation, 180. (F) Ultrathin section,
lead citrate, and uranyle acetate staining, original magniﬁcation,
6000.
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nodules. Mitotic and apoptotic indexes were higher in
large, late nodules than in small, early nodules (Table 1).
The proportion of “late” nodules observed at sacriﬁce
increased with time: 9.2  1.2% at D17, 18.2  2.4% at
D21, and 51.4  6.8% at D28. At very late stages of
growth (D25 to D28), tumor nodules frequently merged
into large tumor masses, readily visible at macroscopic
examination, especially in the subcapsular region of
the liver.
At all stages of their intrahepatic growth, STC-1
cells retained the same morphological characteristics
(Fig. 1). They presented as small- to medium-sized,
basophilic cells, with a centrally located nucleus. Their
endocrine differentiation was conﬁrmed by the expres-
sion of chromogranin A at immunohistochemical exam-
ination (data not shown) and the presence of neurose-
cretory granules at ultrastructural examination (Fig.
1F). They constantly expressed detectable levels of im-
munoreactive VEGF (data not shown). By radioimmu-
noassay, concentrations of 0.125 ng of somatostatin
and 1.7 ng of cholecystokinin per milligram of tissue
were detected; the two hormones were undetectable in
the normal liver tissue used as control.
Characterization of Endostatin-Expressing STC-1 Cell Clones
Fourteen individual clones of STC-1 cells transfected
respectively with KAL#22 endostatin-containing plas-
mid or control plasmid were isolated after zeocin selec-
tion. The expression of endostatin was tested by West-
ern blot analysis in cell lysates and supernatants. Of
the 14 STC-1 clones transfected with the KAL#22 plas-
mid, 64% expressed and secreted endostatin protein as
shown by Western blot analysis. In our technical con-
ditions, and as previously described, the estimated mo-
lecular mass of endostatin was approximately 20–22
kDa, as determined by its relative mobility compared
to the prestained SDS-PAGE markers. Similar to pa-
rental STC-1 cells, none of the 14 clones transfected
with the control plasmid expressed detectable amounts
of endostatin.
Several control and endostatin-expressing clones
were tested in in vitro assays and in our experimental
model. The results were comparable. One endostatin-
FIG. 2. Western blot analysis of endostatin expression and se-
cretion by parental STC-1 cells, STC-1endo cells, and STC-1endo cells.
Lanes 1 to 3: cell lysates; lanes 4 to 6: conditioned media; endo,
puriﬁed recombinant endostatin used as control. Parental STC-1
cells: lanes 1 and 4; STC-1endo cells: lanes 2 and 5; STC-1endo cells:
lanes 3 and 6.
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expressing clone, thereafter referred as to STC-1endo,
and one clone transfected with control plasmid, there-
after referred as to STC-1endo, were then selected for
detailed in vitro and in vivo studies. To verify the
stable character of the transfection, Western blot anal-
yses were repeated in an aliquot of the cell suspension
prepared for injection in nude mice (Fig. 2).
Effects of Endogenous Expression of Endostatin by STC-1
Cells: In Vitro Study
There was no signiﬁcant difference in the prolifera-
tion, growth curve, and apoptotic activity of parental
STC-1 cells, STC-1endo cells, and STC-1endo cells (Fig.
3). No difference in spontaneous migration was ob-
served between the three cell populations (Fig. 3).
We then tested the effects of transfected STC-1 cells
on HUVEC proliferation and migration in coculture. In
our technical conditions, a mild decrease in HUVEC
proliferation was observed after coculture with STC-
1endo cells, as compared to STC-1endo (Fig. 4). The
effect was more pronounced on HUVEC migration (Fig.
4): the difference was statistically signiﬁcant.
Effects of Endogenous Expression of Endostatin by
Xenografted STC-1 Cells: In Vivo Study
All of the animals included in the study presented a
splenic tumor and multiple liver lesions; no evidence of
extrahepatic disease or peritoneal dissemination was
observed in any animal.
At D4, all animals presented small avascular nod-
ules; there was no statistical difference in the density
of tumor cell aggregates (number by surface unit) be-
tween animals grafted with, respectively, parental
cells (2.1  0.4 nodules cm2), STC-1endo (3.8  0.3
nodules cm2), and STC-1endo cells (2.5  0.6 nodules
cm2).
At D8, all animals presented small, intralobular,
vascularized nodules. The number of tumor nodules by
surface unit was higher in animals grafted with paren-
tal STC-1 cells (27  2.3 nodules cm2) or STC-1endo
cells (24.6  3.3 nodules cm2) than in animals grafted
with STC-1endo cells (21  1.6 nodules cm
2). The dif-
ference was not signiﬁcant between the two control
groups and only marginally signiﬁcant between STC-
1endo cells and the control groups.
At D28, all animals presented both “early” and “late”
nodules, as deﬁned above. The number of tumor nod-
ules visible at both macroscopic and histological exam-
inations in the liver of animals grafted with STC-1endo
cells was lower than in animals grafted with parental
cells or STC-1endo cells (Fig. 5). We veriﬁed that the
total surface occupied by tumor nodules in the refer-
ence tissue section was signiﬁcantly higher in animals
grafted with parental cells or STC-1endo cells than in
animals grafted with STC-1endo cells (Fig. 6A). The
relative proportion of “late nodules” was signiﬁcantly
lower in animals grafted with STC-1endo cells than in
controls (Fig. 6B). Moreover, “late nodules” presented
signiﬁcantly lower dimensions in animals grafted with
STC-1endo cells than in controls (Fig. 6C). In contrast,
the dimensions of the “early nodules” still present at
this stage were comparable in all groups of animals
(Fig. 6C).
No statistically signiﬁcant difference in the intratu-
moral microvascular surface in early and late nodules,
evaluated after CD31 immunostaining, was observed
between the three groups of animals (Fig. 6D). No
statistical difference was observed in the density or in
the surface of vascular structures immunoreactive for
alpha-smooth muscle actin (data not shown).
The mitotic index, in both early and late nodules,
was comparable in the three groups of animals (Fig.
6E). In contrast, the apoptotic index in late nodules
was signiﬁcantly higher in animals grafted with STC-
1endo cells than in animals grafted with control cells
(Fig. 6F).
FIG. 3. Comparison of proliferation (A), apoptosis (B), and mi-
gration (C) between control STC-1 cells, STC-1endo cells, and STC-
1endo cells.
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DISCUSSION
In this work, we used an experimental animal model
mimicking the clinical situation to evaluate the role of
angiogenesis in the natural history of the liver metas-
tases of digestive endocrine tumors and to address two
main questions: (a) at which stage(s) is tumor angio-
genesis required for the intrahepatic growth of meta-
static endocrine cells? and (b) is there any evidence for
the existence of speciﬁc angiogenic mechanisms asso-
ciated with liver endocrine metastases, as suggested
for their primary counterparts [18]?
The experimental model developed for this study
was based on the tumor cell line STC-1, derived from
an endocrine intestinal tumor aroused in a double
transgenic mouse [15]. Xenografted STC-1 cells retain
several endocrine features, including the capacity of
secreting a large array of peptides, including soma-
tostatin, cholecystokinin, and enteroglucagon, as veri-
ﬁed in previous studies of our group [13, 20]. In the
present work, STC-1 cells were injected into the spleen
of athymic nude mice to obtain their secondary dissem-
ination in the liver through the portal vein. This tech-
nique is not novel and has been previously used with
various other cell lines, including adenocarcinoma
[21–23] and melanoma [24] cell lines; however, to our
knowledge, it is adapted for the ﬁrst time for the study
of liver endocrine metastases. This makes it possible to
obtain a simple, reliable, and efﬁcient experimental
model, which was lacking for this tumor type. More-
over, this experimental model closely mimics the clin-
ical situation: similar to in most patients with meta-
static endocrine tumors [6], the liver lesions observed
after intrasplenic injection of STC-1 cells are multiple
and disseminated throughout the liver; moreover, they
retain the typical morphological and immunohisto-
chemical features of endocrine tumors, including the
expression of chromogranin A, the presence of cyto-
plasmic neurosecretory granules, and the synthesis of
several hormonal peptides, including somatostatin and
cholecystokinin, as conﬁrmed by RIA.
At histological follow-up, we identiﬁed three succes-
sive stages of growth: (a) engraftment, until D4; (b)
early growth, until D17; (c) late growth, after D17. The
earliest lesions visible at histological examination were
small, intravascular aggregates presenting all of the
characteristics of the so-called “sinusoidal-type” of hepatic
metastases [7, 24, 25]; this suggests that the initial
steps of liver colonization by STC-1 cells involve their
adhesion to the sinusoidal endothelium and a phase of
intravascular growth before actual invasion of the liver
tissue, as described for other tumor cell types [24, 26,
27]. The next stage of growth resulted in the develop-
ment of invasive tumor nodules, supported by a vascu-
lar supply likely derived from preexisting sinusoid ves-
sels, as suggested by our ultrastructural examination;
however, in contrast to adjacent sinusoids, intratu-
moral vessels were lined by endothelial cells express-
ing the endothelial cell marker CD31, likely as a result
of a transdifferentiation process [24]. No peritumoral
vessel was visible. The size of early nodules progres-
sively increased until a critical diameter of about 150
m, corresponding to a plateau without further spon-
taneous growth. This stage preceded the development
of “late” nodules, characterized by their large size, in-
creased mitotic index, and well-developed ﬁbrovascu-
lar stroma. Late nodules likely derived from preexist-
ing early nodules: the two types of lesions constantly
FIG. 4. Comparison of proliferation (solid bars) and migration (open bars) of human vascular endothelial cells after coculture with
STC-1endo cells, and STC-1endo cells; controls are normalized to 100%.
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coexisted in the same livers; no large nodule was visi-
ble before D17; and the proportion of large nodules
progressively increased with time until D28. The vas-
culature of late nodules was different from that of small,
early nodules: late nodules were associated with well-
developed peritumoral vessels and contained large, irreg-
ular, and highly permeable vascular channels. These
morphological observations strongly suggest that, in con-
trast to small, early nodules, large, late nodules are as-
sociated with a marked angiogenic activity.
Our observations therefore show the existence of
three successive stages of growth for liver endocrine
metastases: implantation, early growth, and late
growth. At each stage, the role of angiogenesis and its
requirement for the intrahepatic growth of metastatic
endocrine cells are likely to be different: (a) during
implantation, angiogenesis seems not to be required,
since metastatic cells grow as small, avascular masses;
(b) during early growth, angiogenesis may play only a
limited role, since the cooption of preexisting sinusoid
vessels may be sufﬁcient to sustain metastatic growth;
(c) during late growth, a process of active tumor angio-
genesis is required for the development of the large,
“late” nodules and then to macrometastases. If our
interpretation of morphological data is correct, then
the following hypotheses may be proposed: (a) angio-
genesis is required only at a late stage of the intrahe-
patic growth of metastatic endocrine cells and (b) it is
driven by nonspeciﬁc mechanisms, since comparable
models have been proposed for other cell types [28, 29].
To test these hypotheses, we decided to study the
effects of endostatin, a known anti-angiogenic agent,
with experimentally proven effects on endocrine tu-
mors [30], on the intrahepatic growth of STC-1 cells.
For this purpose, we prepared STC-1 stably trans-
fected with the endostatin-coding sequence to obtain a
high local production of the peptide. Indeed, while
the normal perisinusoidal matrix of the liver, rich in
collagen XVIII, is the main source of endostatin in
the body [31], it has been shown that endogenous
endostatin is not sufﬁcient to exert a signiﬁcant anti-
angiogenic effect during the growth of secondary
liver tumors, likely because of its insufﬁcient local
concentration [24].
In our experimental model, the comparison of the
evolution of intrahepatic tumors observed after intra-
splenic injection of either endostatin-producing STC-1
cells or controls showed that: (a) there was no statisti-
cally signiﬁcant difference in the number of lesions
observed at engraftment, which suggests that exoge-
nous endostatin exerted no signiﬁcant effect on the
initial phases of liver colonization by STC-1 cells, in
contrast to other types of cancer cells, such as colorec-
tal cancer cells or melanoma cells [32, 33]; (b) the
density of lesions observed during the phase of early
growth was not signiﬁcantly lower; moreover, the
growth of tumor nodules was not impaired as com-
pared to controls and no sign of regression was ob-
served; (c) in contrast, the development of late nodules
was dramatically affected by the local overexpression
of endostatin: the number of late nodules was mark-
edly reduced and their growth was impaired, as shown
by the marked decrease in their maximal dimensions,
likely as a result from an increased apoptotic activity.
Our results are in line with previous data showing a
growth inhibitory effect of endostatin on primary pan-
creatic endocrine tumors obtained in a transgenic
model [30].
FIG. 5. Comparison of liver lesions, 28 days after intrasplenic
injection of parental STC-1 cells (A, C, and E) and STC-1endo cells (B,
D, and F). At macroscopical examination (A and B), numerous whit-
ish tumor nodules (arrows) are visible under the liver capsule in the
animal injected with parental STC-1 cells (A), whereas only a few
nodules are visible in the animal grafted with STC-1endo cells (B). At
histological examination (C and D), a dramatic decrease in the num-
ber and size of tumor nodules (*) is readily apparent in the animal
grafted with STC-1endo cells (D) as compared to the animal injected
with parental STC-1 cells (C). No signiﬁcant difference is visible in
the aspect of intratumoral vasculature (E and F) between the animal
injected with parental STC-1 cells (E) and the animal grafted with
STC-1endo cells (F). (C and D) Hematoxylin-eosin, original magniﬁ-
cation, 80. (E, F) Immunoperoxidase followed by nuclear staining
with Mayer’s hematoxylin, 320.
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Most of the growth inhibitory effects of endostatin
have been attributed to its anti-angiogenic properties
but its mechanisms of action remain debated. Our
in vitro results, in accordance with previous results
[34], suggest that endostatin secreted by transfected
STC-1 cells may actually inhibit the angiogenesis pro-
cess, through its action on endothelial cell proliferation
and migration. However, we could not observe in vivo
any signiﬁcant decrease in intratumoral microvascular
density within the residual tumor nodules. We cannot
therefore exclude the possibility that endostatin may
exert direct effects on STC-1 cell growth in the liver, as
suggested by previous data obtained with other tumor
cell types [35–37]. Further work is necessary to explore
this hypothesis.
In conclusion, the experimental animal model de-
scribed in this work is well adapted for the study of the
mechanisms of liver invasion and colonization by en-
docrine tumor cells and for the analysis of the deter-
minants of their growth and progression in the hepatic
microenvironment. Our experimental data strongly
suggest that angiogenesis is driven as required at a
comparatively late stage of the natural history of the
liver metastases of endocrine tumors, during the tran-
sition from small to large, angiogenic nodules. This is
important for the design of new therapeutic strategies
based on anti-angiogenic agents.
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?Titre: MECANISMES DE L’ANGIOGENESE ASSOCIEE AUX TUMEURS 
ENDOCRINES DIGESTIVES : ROLE DU VEGF 
Résumé: Les tumeurs endocrines digestives sont des tumeurs hypervasculaires, ce qui suggère 
l’existence d’un processus d’angiogenèse tumorale actif. Les mécanismes de l’angiogenèse 
tumorale associée aux tumeurs endocrines digestives sont complexes. Deux processus 
semblent coexister : les tumeurs les mieux différenciées sont capables de récapituler les 
propriétés pro-angiogéniques des cellules endocrines normales alors que les tumeurs moins 
différenciées et plus agressives sont associées à un processus d’angiogenèse non spécifique, 
développé en réponse à l’hypoxie. Dans ces deux processus, le VEGF joue vraisemblablement 
un rôle important, dans la mesure où il fait partie intégrante du programme de différenciation 
endocrine. L’objectif de notre travail a été de mieux comprendre les mécanismes de sa 
régulation dans les cellules endocrines digestives tumorales et d’analyser son rôle dans la 
croissance tumorale, à travers une double approche expérimentale, in vitro et in vivo ; Nos 
résultats nous ont permis de : (a) montrer la complexité de la régulation de la synthèse et de la 
sécrétion du VEGF par les cellules endocrines néoplasiques, qui implique plusieurs voies de 
signalisation (PI3K/Akt/mTOR et p38/MAPK), dont les rôles respectifs varient selon le type 
de cellule étudiée ; (b) confirmer expérimentalement la dissociation entre expression du VEGF 
et capacités angiogéniques d’une part, propriétés invasives et métastatiques d’autre part ; (c) 
montrer expérimentalement que l’inhibition de l’angiogenèse peut contribuer à l’effet anti-
tumoral de substances d’intérêt thérapeutique dans les tumeurs endocrines digestives. 
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Titre: MECHANISMS OF ANGIOGENESIS ASSOCIATED WITH DIGESTIVE 
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Résumé: Digestive endocrine tumors are hypervascular tumors, likely to be associated with an 
active angiogenic process. The mechanisms of tumor angiogenesis in digestive endocrine 
tumors are complex. Two processes seem to coexist: well differentiated tumors are able to 
recapitulate the pro-angiogenic capacities of normal endocrine cells whereas less differentiated 
and more aggressive tumors are associated with a non specific angiogenic process, in response 
to hypoxia. In both processes, VEGF is likely to play an important role, since it is 
constitutively expressed by normal peptide-secreting endocrine cells, as part of their specific 
differentiation program. Our aim was to evaluate the mechanisms of regulation of VEGF 
synthesis and secretion by neoplastic digestive endocrine tumors and to analyze its role in 
tumor progression, through an in vitro and in vivo experimental approach. We were able to 
demonstrate that: (a) the regulation of VEGF synthesis and secretion is complex and involves   
several pathways (PI3K/Akt/mTOR and p38/MAPK), with different roles according to the cell 
studied; (b) there is a dissociation between VEGF expression and angiogenic capacities, on 
one hand, and invasive and metastatic properties, on the other hand; (c) the inhibition of 
angiogenesis may contribute to the anti-tumoral effect of several drugs of therapeutic interest 
in digestive endocrine tumors.   
Mots clés: digestive endocrine tumors, VEGF, angiogenesis, anti-angiogenic drugs 
Travail réalisé au sein du laboratoire 
INSERM U 865 Tumeurs endocrines digestives 
Faculté Laënnec. 7 rue Guillaume Paradin. 69372 Lyon Cedex 08
